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H O O F D S T U K 1 
I N L E I D I N G 
1.1. CELLULAIRE INTLPACTIES IN DE І ЧІІЧІ+ПТ 
Immunologische reacties kunnen worden onderverdeeld in reac­
ties van het cellulaire type en die van het humorale type. Cellu­
laire immunologische reacties worden gewoonlijk gedefinieerd als 
die immunologische reacties die tussen individuen overgedragen 
kunnen worden door middel van cellen, maar met van serum. Hier­
toe behoren de afstoting van transplantaten en tumoren, de overge­
voeligheidsreactie van het vertraagde type (type IV) en de weer­
stand tegen infecties met micro-organismen, die zich intracellu­
lair vermenigvuldigen (Mackaness en Blanden, 1967; Dannenberg, 
1968). De humorale immuniteit daarentegen omvat immunologische 
reacties die wel overgebracht kunnen worden door middel van serum. 
Ze berust op de vorming van antistoffen en wordt gevonden bij som­
mige allergische reacties (typen I, II en III) en bi] andere immu­
nologische reacties waarbij humorale antistoffen een rol spelen 
(Coombs en Geil, 1968). In vele gevallen zijn beide vormen van im­
munologisch reactievermogen betrokken bij de totstandkoming van 
immunologische verschijnselen. 
Reeds lang werd vermoed dat het lymfoide systeem daarbij van 
grote betekenis is. Toch heeft men dit pas tegen het einde van de 
vijftiger jaren definitief kunnen vaststellen (overzicht: Gowans 
en McGregor, 1965) . Het heeft geleid tot veel onderzoek naar de 
relatie tussen immunologische reacties en lymfocyten. 
Hoewel de precieze functie die lymfocyten m de verschillende 
immunologische processen hebben niet in alle gevallen bekend is 
geworden, is toch een goed overzicht ontstaan in de betekenis van 
de lymfocyt voor het immunologisch reactievermogen. Experimentele 
onderzoekingen - vooral bij vogels (Cooper et al., 1966; Warner 
et al., 1962) - tezamen met immunologische analyses bij personen 
met immunodeficiënties (Good et al., 1968, 1971) vormen de basis 
voor de huidige opvattingen over de functie van het lymfoide sy-
steem en de tweedeling m de immuniteit. Het inzicht dat er twee 
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verschillende immunologische reactievormen bestaan is de laatste 
jaren op een meer rationele, cellulaire basis geplaatst (Roitt et 
al. , 1969). 
Lymfocyten die zich na hun ontstaan uit stamcellen in het 
beenmerg ontwikkelen onder invloed van de thymus (T-lymfocyten of 
T-cellen), circuleren in het lichaam, reageren op specifieke wijze 
met antigenen maar produceren geen antistoffen (overzicht: Cantor 
en Weissman, 1976). T-lymfocyten spelen de belangrijkste rol in 
cellulaire immunologische reacties op grond van hun specifieke 
reactie met antigenen, die leidt tot de vorming van oplosbare fac-
toren ("mediators", lymfokinen). Deze zijn op hun beurt in staat 
andere cellen o.a. monocyten en macrofagen te activeren tot immu-
nologische reactiviteit. T-cellen zijn behalve via deze activering 
van andere cellen ook op meer directe wijze betrokken bij de immu-
nologische reactie. Ze ontwikkelen zich tot cellen die toxisch 
zijn voor lichaamscellen die op hun celmembraan vreemde antigenen 
dragen b.v. ten gevolge van een virusinfectie (Goldstein en Blom-
gren, 1973; overzicht: Cantor en Weissman, 1976). De immunologi-
sche specificiteit van de ontstekingsreactie berust op de T-cel, 
terwijl de reactie versterkt wordt door het activeren van niet-
specifiek werkzame cellen, vooral macrofagen. T-cellen zijn ten-
slotte ook van grote betekenis voor regulering van de antistof-
vorming. Ze kunnen deze bevorderen, maar ook onderdrukken (Claman 
et al. , 1966; Miller en Mitchell, 1968; overzicht: Katz en Bena-
cerraf, 1972). 
"Bone marrow-derived" lymfocyten (B-lymfocyten of B-cellen) 
ontstaan eveneens uit het beenmerg maar ze ontwikkelen zich onaf-
hankelijk van de thymus tot cellen die door vorming en uitschei-
ding van antistoffen een bijdrage leveren tot het immunologisch 
reactievermogen. Ze zijn van veel betekenis voor de humorale im-
muniteit (overzicht: Miller, 1974). De belangrijkste immunologi-
sche functie van B-cellen is zonder twijfel de synthese en secre-
tie van antistoffen. De door hen gevormde antistoffen kunnen on-
der meer in serum worden aangetoond. Ze zijn verantwoordelijk 
voor verschillende immunologische verschijnselen zoals het ver-
weer tegen herinfecties, overgevoeligheidsreacties van de typen 
I, II en III en voor de door antistoffen geïnduceerde cytotoxici-
teit. Voorts zijn er aanwijzingen dat B-cellen evenals T-cellen 
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door de vorming van lymfokmen betrokken zijn bij cellulaire im-
munologische reacties (Epstein, 1976). 
Hoewel de T- en B-cel morfologisch met behulp van lichtmi-
croscopie met van elkaar te onderscheiden zijn, hebben ze ieder 
toch een aantal karakteristieke kenmerken. Deze berusten vooral 
op verschillen in receptoren op de celmembraan (Brown en Greaves, 
1974; overzichten: Möller, 1973; Greaves et al., 1976). Een be-
langrijk kenmerk van humane T-lymfocyten is de spontane vorming 
van rozetten met schape-erytrocyten (Jondal et al., 1972; Wybran 
e с al., 1972). B-cellen dragen Immunoglobulinen op hun celmem­
braan. B-lymfocyten worden veelal in een immunofluorescentiereac-
tie aangetoond met behulp van een anti-immunoglobuline antiserum 
waarin de antistoffen gemerkt zijn met een fluorescerende stof 
(Raff, 1970; Fr(zíland en Natvig, 1972). Deze gemerkte antistoffen 
hechten zich aan de Immunoglobulinen op de celmembraan. B-cellen 
bezitten nog andere karakteristieke membraanstructuren ("markers"). 
Zo zijn er receptoren aangetoond voor de C-.-component van het com-
plement (Blanco et al., 1970) en voor het F -gedeelte van Immuno-
globulinen (Basten et al., 1972; Dickler en Kunkel, 1972). Laatst-
genoemde receptoren zijn evenwel niet geheel specifiek voor B-
cellen: ze worden ook aangetroffen op monocyten en macrofagen, en 
in geringe mate op T-cellen (Samarut et al., 1976; Chiao en Good, 
1976). Tenslotte bezitten de celmembranen van zowel B- als T-lym-
focyten specifieke antigenen (differentiatie-antigenen), waardoor 
ze van elkaar onderscheiden kunnen worden. Het is mogelijk met 
antisera tegen deze antigenen een onderscheid te maken tussen T-
en B-cellen (overzicht: Greaves et al., 1974b). 
Onlangs zijn naast T- en B-cellen in geringe aantallen lym-
focyten aangetroffen met andere combinaties van karakteristieke 
membraanstructuren (Boldt et al., 1975; Samarut et al., 1976). 
Deze cellen bezitten mogelijk geheel eigen functies (Chess eb al., 
1975). Een dergelijke subpopulatie van lymfocyten wordt bijvoor-
beeld gevormd door de cellen die verantwoordelijk zijn voor cyto-
toxische reacties die door antistoffen geïnduceerd worden. Deze 
cellen bezitten wel receptoren voor C, en voor het F -fragment 
maar niet voor schape-erytrocyten, terwijl op het celmembraan 
geen Immunoglobulinen kunnen worden aangetoond (Möller, 1973). 
Het is vooralsnog niet duidelijk of deze cellen tot een afzonder-
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lijk type behoren dat verschilt van T- en B-cellen, of dat ze moe-
ten worden beschouwd als een stadium in de ontogenie of de acti-
vering van T- en B-cellen (Chess et al., 1975). 
Zoals wij reeds eerder hebben opgemerkt zijn ook andere, 
niet-lymfoide cellen (Schwartz et al., 1970; Mackaness, 1971) van 
belang bij het immunologisch verweer, namelijk mononucléaire fago-
cyten (Van Fürth et al., 1975). Tot dit celtype behoren de monocy-
ten in het perifere bloed, hun voorlopers in het beenmerg (promo-
nocyten en monoblasten) en de macrofagen in de weefsels. De mono-
cyt kan zich in vivo en in vitro ontwikkelen tot macrofaag (over-
zicht: Volkman, 1976). Mononucléaire fagocyten worden gekenmerkt 
door het vermogen om deeltjes te fagocyteren. Hun belangrijkste 
taak bestaat uit het afbreken van lichaamsvreemde deeltjes en hun 
hoge gehalte aan hydrolytische enzymen hangt daarmee nauw samen. 
Vooral geactiveerde macrofagen zijn sterk betrokken bij de 
uitvoering van het immunologisch verweer. Activering van macro-
fagen gaat gepaard met een aantal morfologische, metabole en func-
tionele veranderingen. Geactiveerde macrofagen zijn aanzienlijk 
groter en zijn morfologisch meer complex door de toeneming van mi-
tochondria en granulae. Activering van macrofagen leidt vooral 
ook tot een groter vermogen, partikels te fagocyteren. Tezamen 
met de toeneming van hydrolytische enzymen en microbiocide stof-
fen leidt deze versterkte fagocytose tot een grotere werkzaamheid 
van geactiveerde macrofagen. Zo zijn geactiveerde macrofagen be-
ter in staat micro-organismen en cellen die afwijken in antigene 
eigenschappen, zoals tumorcellen of door virus geïnfecteerde cel-
len, te doden. Voor meer uitgebreide overzichten van de betekenis 
van macrofagen voor de uitvoering van de immunologische reactie 
verwijzen wij naar artikelen van Silverstein (1970), Mackaness 
(1970), Vernon-Roberts (1972) en Campbell (1976). 
Macrofagen kunnen op verschillende manieren gestimuleerd 
worden. De stimulatie door factoren die door lymfocyten na con-
tact met antigeen geproduceerd worden, vormt een van de belang-
rijkste activeringsmechanismen volgens welke monocyten en macro-
fagen geactiveerd kunnen worden. Zoals wij reeds eerder opgemerkt 
hebben, kan contact van lymfocyten met antigeen leiden tot de 
vorming van oplosbare stoffen die in staat zijn andere cellen, in 
het bijzonder de macrofagen, te activeren. Hieronder moeten niet 
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alleen lymfokinen worden verstaan, maar ook antistoffen (Campbell, 
1976). In tegenstelling tot de B- of T-cel bezitten monocyt en ma-
crofaag immunologisch geen specificiteit of geheugen. De geacti-
veerde marcrofaag reageert niet alleen tegen het inducerend anti-
geen maar ook tegen met-verwante antigenen. Behalve bij de uit-
voering van de immunologische reactie (effector fase) zijn mono-
cyten en macrofagen ook van betekenis bi] het op gang brengen en 
de regulering van immunologische reacties (Schwartz et al·., 1970; 
Unanue, 1972; Oppenheim en Rosenstreich, 1976). 
Immunologische reacties komen tot stand via drie stadia. In 
de eerste plaats komt de fase van de onderkenning van het anti-
geen als een lichaamsvreemde stof. Deze onderkenmngsfase wordt 
gevolgd door de inductie van een humorale of cellulaire immunolo-
gische reactie. De laatste fase betreft de uitvoering van de im-
munologische reactie waarbij het antigeen afgebroken wordt. 
De experimenten van Cooper et al. (1965, 1966) en Good et al. 
(1968) hadden geleid tot het concept dat er twee typen cellen be-
trokken zijn bij het immunologisch verweer. De dichotomie in de 
immunologische reactie die daaruit voortvloeide, namelijk dat T-
cellen alleen betrokken zijn bij cellulaire immunologische reac-
ties en B-cellen bij reacties van het humorale type, bleek spoe-
dig wat al te eenvoudig te zijn. 
Ia vztro experimenten van Claman et al. (1966) en Miller en 
Mitchell (1968) hebben aangetoond dat T- en B-cellen bij de vor-
ming van antistoffen samenwerken. Bovendien volgde uit de proeven 
van Mackaness (1971) en Blanden (1970, 1971a, b) dat voor een vol-
ledige expressie van het verweer tegen micro-organismen functio-
neel intacte mononucléaire fagocyten vereist zijn. Coöperatie tus-
sen mononucléaire fagocyten en lymfocyten is ook voor andere ma-
nifestaties van cellulaire immunologische reacties noodzakelijk 
(overzicht: Nelson 1976). 
De kennis omtrent het mechanisme van het immunologisch ver-
weer en van de cellulaire interacties die daarbij van belang zijn, 
is vooral bevorderd door onderzoek onder gecontroleerde гп гіто 
omstandigheden (overzicht: Claman en Mosier, 1972; Greaves et al., 
1974b; Oppenheim en Rosenstreich, 1976). Daarmee ontgaat men de 
beperkingen die voortvloeien uit omstandigheden гп г о vooral ten 
17 
aanzien van de zuiverheid van suspensies van cellen. Dit is in het 
bijzonder van belang bij het onderzoek naar de functie van T- en 
B-lymfocyten en van mononucléaire fagocyten. Een groot aantal 
technische problemen treden hierbij op. Zo is het zeer moeilijk 
alle mononucléaire fagocyten te verwijderen zonder de verhouding 
tussen T- en B-cellen aan te tasten. Bovendien is reeds een kleine 
contaminatie van T- of B-cellen met monocyten of macrofagen (1%) 
voldoende om гп vitro effect te veroorzaken (Lohrmann el al-, 
1974; Lipsky et al., 1976; Schmidtke en Hatfield, 1976; overzicht: 
Oppenheim en Rosenstreich, 1976). 
Terwijl de strikte isolatie van menselijke T-lymfocyten rela­
tief weinig problemen oplevert als men gebruik maakt van de spon­
tane vorming van rozetten met schape-erytrocyten, geeft de schei­
ding van B-cellen en mononucléaire fagocyten grotere moeilijkhe-
den (Cohn, 1968; Van Fürth, 1970a; Schwartz et al., 1970). Deze 
typen cellen bezitten enkele gemeenschappelijke kenmerken. Beide 
kunnen zich hechten aan verschillende materialen als glas, plas-
tics en nylonwatten (Shortman et al., 1972). Verder zijn recepto-
ren voor het F -gedeelte van Immunoglobulinen en voor de C.-com-
ponent van het complement niet alleen aanwezig op het celmembraan 
van B-cellen, maar ook op monocyten en macrofagen (Greaves et al·, 
1974b). Monocyten en hun voorlopers gelijken tevens morfologisch 
sterk op lymfocyten (Metcalf en Moore, 1971; Van Fürth, 1975). 
Bovendien is het moeilijk het aantal fagocyterende cellen in 
een gemengde celsuspensie vast te stellen als gevolg van de grote 
functionele heterogeniteit van mononucléaire fagocyten (Samarut 
et al., 1976). Cytochemische reacties op niet-specifleke estera-
sen en van peroxidasen vormen de beste methoden voor de identifi-
catie van mononucléaire fagocyten (Yam et al., 1971; Daems et al., 
1975; Goud et al., 1976). 
Een veel bestudeerd model voor onderzoek van de immunologi-
sche functie is de stimulatie in vitro van lymfocyten door anti-
genen en door mitogenen. Nowell (1960) beschreef in 1960 het mito-
gene effect van phytohaemagglutinine (PHA), een extract uit de 
zaden van Phaseolus vulgaris, op humane perifere lymfocyten. De 
kleine lymfocyt met zijn grote kern zonder nucleoli en zijn smal-
le ring van cytoplasma werd tot dan toe beschouwd als een niet-
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functionele cel, die in een eindstadium verkeerde. Activering van 
deze cel door PHA leidt tot een veelheid van nieuwe activiteiten 
(overzichten: Naspitz en Richter, 1968; Moller, 1972b; Ling en 
Kay, 1975). Gestimuleerde lymfocyten worden groter, de RNA- en 
eiwitsynthese neemt toe. Ze produceren biologisch actieve stoffen 
(lymfokinen), transformeren tot lymfoblasten en prolifereren (over-
zicht: Wedner en Parker, 1976; Oppenheim en Rosenstreich, 1976). 
Naast PHA zijn er nog vele andere mitogenen bekend geworden zoals 
concanavaline A (Con A), pokeweed mitogen (PWM), lipopolysaccha-
ride (LPS), anti-lymfocyten serum (ALS) en anti-immuhoglobuline 
serum (AIS) (overzicht: Greaves et al., 1974b; Ling en Kay, 1975). 
De proliferatieve respons op stimulatie van lymfocyten door 
mitogenen of antigenen wordt veelal gemeten op grond van de in-
bouw van radioactief gemerkt thymidine in DNA (Ling en Kay, 1975) . 
De stimulatie door mitogenen is immunologisch niet specifiek. Mi-
togenen activeren een groot aantal clonen van lymfocyten via een 
mechanisme dat onafhankelijk is van het immunogene karakter van 
het mitogeen. De stimulatie van lymfocyten door antigenen daaren-
tegen is wel specifiek. Deze laatste is afhankelijk van vooraf-
gaande immunisatie ván de donor der lymfocyten met het desbetref-
fende antigeen. De proliferatieve reactie van lymfocyten op anti-
genen ligt in het algemeen aanzienlijk lager dan de respons op 
stimulatie van mitogenen. De in vitro stimulatie van lymfocyten 
door antigenen is een in vitro criterium voor de vertraagde over-
gevoeligheidsreactie in vivo (Oppenheim, 1968a). 
Zoals wij reeds eerder hebben opgemerkt spelen naast T- en 
B-lymfocyten macrofagen een belangrijke regulerende rol in immu-
nologische reacties, zowel bij de inductie ervan als in het ef-
fectorstadium (overzicht: Nelson, 1976; Oppenheim en Rosenstreich, 
1976). Verwijdering van macrofagen uit suspensies van lymfocyten 
vermindert in sterke mate het reactievermogen op contact met anti-
genen. Dit komt tot uitdrukking in een geringere vorming van lym-
fokinen (overzicht: Epstein, 1976), in de sterk verlaagde proli-
feratieve reactie (Hersh en Harris, 1968; Oppenheim et al., 1968b; 
Seeger en Oppenheim, 1970) - ook op allo-antigenen zoals in de ge-
mengde lymfocytenkweek kan worden aangetoond (Alter en Bach, 1970; 
Levis en Robbins, 1970a) - en in een verminderde productie van an-
tistoffen (Claman en Mosier, 1972; Nelson, 1976). Bovendien blijkt 
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ook de ontwikkeling van cytotoxische T-cellen afhankelijk te zijn 
van de aanwezigheid van macrofagen (Wagner et al., 1972; Goldstein 
en Blomgren, 1973). 
Lymfocyten worden op tweeërlei wijzen geactiveerd door macro-
fagen. In de eerste plaats is de macrofaag in staat antigeen op 
te nemen en zodanig te verv/erken dat het in een sterk immunogene 
vorm aan lymfocyten ter beschikking komt (Unanue, 1972; Rosenthal 
et al., 1976). In de tweede plaats scheiden macrofagen verschil-
lende oplosbare factoren uit die van invloed zijn op de active-
ring van lymfocyten (Nelson, 1976; Gery en Handschumacher, 1974). 
De volgende stadia kunnen globaal worden onderscheiden bij de sti-
mulatie van lymfocyten. In eerste instantie kan de synthese van 
"mediators" worden waargenomen. Dit zijn biologisch actieve stof-
fen die de activiteiten van andere cellen kunnen beïnvloeden. Tot 
deze "mediators" behoren o.a. interferon, lymfotoxine, "mitogenic 
factor", "monocyte-chemotactic factor", "macrophage-activating 
factor" en "migration-inhibition factor" en vele andere. 
Voor een beschouwing over de functie van deze verschillende 
factoren zij verwezen naar artikelen van Greaves et al. (1974b) 
en Epstein (1976). In dit overzicht willen wij volstaan met enke-
le opmerkingen. De betekenis van de verschillende mediators is 
slecht bekend en de meeste zijn biochemisch onvoldoende gekarak-
teriseerd. Het is zeer wel mogelijk dat enkele onderling identiek 
zijn (David en Remold, 1976). Sommige - met name monocyte chemo-
tactic factor, migration inhibition factor en macrophage activa-
ting factor - zijn van belang voor de activering van macrofagen. 
De productie van mediators wordt gevolgd door een stadium 
waarin de lymfocyt zich transformeert tot lymfoblast en overgaat 
tot deling. De proliferatieve respons op stimulatie kan bepaald 
worden door de inbouw van Η-thymidine in DNA te meten. In het 
laatste stadium voltrekt zich de differentiatie tot de verschil­
lende functies van gestimuleerde lymfocyten, zoals cytotoxiteit 
en de vorming van antistoffen. 
Terwijl de betekenis van de macrofaag bij de inductie van de 
cellulaire immunologische reactie duidelijk is, bestaat over het 
aandeel van de macrofaag in de stimulatie van B-cellen tot vor­
ming van antistoffen minder zekerheid. Dit heeft te maken met de 
omstandigheid dat macrofagen en B-cellen slecht te scheiden zijn. 
20 
Wij hebben al eerder opgemerkt dat er een samenwerking vereist is 
tussen T- en B-cellen bi] de vorming van antistoffen (overzicht: 
Claman en Mosier, 1972). De functie van macrofagen bij de active-
ring van B-cellen is afhankelijk van de aard van het antigeen. De 
stimulatie van B-cellen door antigenen die van de thymus afhanke-
lijk zijn, vereist de interactie met "helper" T-cellen en dienten-
gevolge met macrofagen. T-cellen moeten eerst door macrofagen ge-
activeerd worden voordat ze hun "helper"-functie kunnen uitvoeren. 
Sommige antigenen kunnen echter B-cellen rechtstreeks stimuleren 
tot de vorming van antistoffen. Ze worden van de thymus onafhanke-
lijke antigenen genoemd. De grootte en moleculaire configuratie 
spelen hierbij een rol. Wij kunnen stellen dat de stimulatie van 
B-cellen door van de thymus afhankelijke antigenen de medewerking 
van macrofagen behoeft (Mosier, 1967; Tan, 1971; Erb en Feldman, 
1975; Möller et al., 1976) en dat de stimulatie door van de thymus 
onafhankelijke antigenen de aanwezigheid van macrofagen niet ver-
eist (Shortman en Palmer, 1972; Feldman, 1972; Yoshinaga et al., 
1972). Recentere waarnemingen (Lee et al., 1976; Chused et al., 
1976) scheppen echter weer twijfel. 
In vergelijking met de stimulatie door antigenen zijn de in-
teracties tussen macrofagen en T- en B-lymfocyten veel meer een 
controversieel onderwerp gebleven. Bovendien bestaat er geen eens-
luidende mening over de selectiviteit van verschillende mitogenen 
voor subpopulaties van lymfocyten. Onderzoekingen naar de stimu-
latie van muizelymfocyten hebben een selectieve werking van be-
paalde mitogenen op T- of B-cellen aangetoond. Zo worden T-cellen 
gestimuleerd door o.a. PHA, ConA, PWM en antilymfocytenserum, ter-
wijl B-cellen gestimuleerd worden door PWM, lipopolysaccharide en 
anti-immunoglobulinen (Greaves en Janossy, 1972). Een selectieve 
werking van verschillende mitogenen op subpopulaties van mense-
lijke lymfocyten is echter nog controversieel. Sommige onderzoe-
kers (Geha en Merier, 1974; Greaves et al., 1974a; Dean et al., 
1975; Lohrmann еъ al., 1974) vonden voor humane lymfocyten een­
zelfde selectieve werking als voor subpopulaties van muizelymfo­
cyten. Anderen hebben er echter op gewezen dat menselijke B-cel­
len ook gestimuleerd kunnen worden door PHA en ConA (Chess et al., 
1975; Epstein et al., 1974; Boldt et al., 1975; Clot et al., 
1975). 
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De zuiverheid van subpopulaties van lymfocyten is van essen-
tiële betekenis voor dergelijke onderzoekingen. Een geringe con-
taminatie van B-cellen met T-lymfocyten kan ten gevolge van de 
vorming door T-cellen van een factor, die B-cellen stimuleert, 
leiden tot een proliferatieve reactie van B-cellen (Anderson et 
al., 1972; Greaves et al., 1974a). Bovendien wordt te weinig re-
kening gehouden met de betekenis van macrofagen voor de stimula-
tie van lymfocyten door mitogenen. Dit vindt mede zijn oorzaak in 
de omstandigheid dat over de rol van macrofagen bij de stimulatie 
door mitogenen de meningen sterk verdeeld zijn. Een aantal au-
teurs beschreven een remmend effect van macrofagen op de prolife-
ratieve respons op mitogenen (Folch et al., 1973; Yoshinaga et al., 
1973; Opitz et al., 1975a, b; Kasahara et al., 1976). Andere on-
derzoekers namen geen effect waar (Jehn et al., 1970; Lake et al., 
1971; Waldron et al., 1973; Geha en Merier, 1974; Greaves et al., 
1974a). Steeds meer auteurs wijzen er evenwel op dat macrofagen 
de stimulatie van lymfocyten door mitogenen juist bevorderen (Le-
vis en Robbins, 1970; Gery en Waksman, 1972; Lipsky et al., 1976; 
Rosenstreich et al., 1976; Schmidtke en Hatfield, 1976). Zo is ge-
vonden dat voor de vorming van mediators bij de stimulatie van 
lymfocyten door mitogenen de aanwezigheid van macrofagen vereist 
is (Epstein et al., 1971; Horton et al., 1974; Wahl et al., 1975). 
Bij de stimulatie van lymfocyten door antigenen is een di-
rect celcontact tussen lymfocyten en macrofagen vereist (Cline en 
Swett, 1968; Seeger en Oppenheim, 1968). De stimulatie vindt al-
leen plaats in aanwezigheid van syngene macrofagen. Voor de sti-
mulatie van lymfocyten door mitogenen is vermoedelijk geen direct 
celcontact nodig. Bij deze reactie kunnen syngene macrofagen ver-
vangen worden door xenogene macrofagen (Schmidtke en Hatfield, 
1976; McCombs et al., 1976). Macrofagen lijken hierbij twee func-
ties te bezitten (Ellner et al., 1976). In de eerste plaats hou-
den zij de lymfocyten in de kweek functioneel intact. Vervolgens 
zijn ze direct betrokken bij de inductie van de stimulatie van 
lymfocyten. Deze beide functies worden mogelijk uitgevoerd met 
behulp van oplosbare factoren (Gery en Handschumacher, 1974). 
Synthetische verbindingen als 2-mercaptoethanol zijn in staat de 
functie van macrofagen gedeeltelijk over te nemen (Ellner et al., 
1976; Rosenstreich et al., 1976). 
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1.2. INTERACTIE TUSSEÌ1 VIRUSSEN EN HET IMMUNOLOGISCHE SYSTEEM 
Bescherming tegen infecties door pathogène micro-organismen 
is een essentiële functie van het immunologisch systeem. De immu-
nologische reactie op infectieuze micro-organismen bestaat uit een 
complex van specifieke en niet-specifieke componenten. Bij de on-
derdrukking van virusinfecties is de afweerreactie globaal in te 
delen naar de volgende componenten. In de eerste plaats de humo-
rale immuniteit. Humorale immunologische reacties komen tot stand 
door middel van antistoffen. In de tweede plaats kunnen virusin-
fecties teniet gedaan worden ten gevolge van cellulaire immunolo-
gische reacties. Tenslotte vinden naast deze beide specifieke af-
weerreacties enkele niet-specifieke reacties plaats, meestal in 
combinatie met voorgaande specifieke reacties. Voorbeelden daar-
van zijn de werking van macrofagen en van complement factoren bij 
de afbraak van antigeen-antistof-complexen. 
Mononucléaire fagocyten zijn van grote betekenis voor de ge-
voeligheid voor e.q. de weerstand tegen virusinfecties (overzicht: 
Allison, 1974). Verschillende onderzoekingen toonden aan dat vi-
russen die terecht komen in de longen, de bloedbaan of ander weef-
sel, opgenomen worden door macrofagen (overzicht: Mims, 1964). Ma-
crofagen vormen een belangrijke barriere tegen de verspreiding van 
het virus van de primaire plaats van vermenigvuldiging naar andere 
cellen die gevoelig zijn voor het virus. Virussen zijn in het al-
gemeen niet in staat zich te vermenigvuldigen in macrofagen: ze 
worden daarin opgenomen en afgebroken. Vermenigvuldigt het virus 
zich echter wel in macrofagen dan wordt deze barriere gepasseerd 
en breidt de infectie zich uit. Andere verdedigingsmechanismen 
zullen dan de afloop bepalen. Vele onderzoekingen hebben een sa-
menhang aangetoond tussen de pathogeniteit van een virus en zijn 
vermogen zich te vermenigvuldigen in macrofagen (overzichten: 
Silverstein, 1970; Burns en Allison, 1975). De gevoeligheid van 
macrofagen voor virussen wordt o.a. genetisch en door leeftijd 
bepaald. 
Andere aanwijzingen voor de betekenis van mononucléaire fago-
cyten voor de onderdrukking van virusinfecties werden verkregen 
in proeven waarin de functie van deze cellen volledig verstoord 
werd. Zo is de weerstand van volwassen muizen tegen herpes sim-
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plex virus volledig verbroken na behandeling met colloidale sili-
caatpartikels of anti-macrofagenserum (Zisman et al., 1970). Het 
vermogen van macrofagen virusinfecties te onderdrukken is sterk 
afhankelijk van de aanwezigheid van gesensibiliseerde T-lymfocy-
ten (Burns en Allison, 1975). Door contact van T-cellen met anti-
geen worden deze gesensibiliseerd. Dit leidt tot de vorming van 
mediators, die o.a. macrofagen activeren tot een verhoogde niet 
specifieke microbiocide activiteit (Mackaness, 1970). Virussen en 
cellen die door virussen geïnfecteerd zijn, kunnen door geacti-
veerde macrofagen beter worden opgenomen en vernietigd. De bin-
ding tussen de F -receptoren van macrofagen en antistoffen die 
zich gehecht hebben aan viruspartikels of aan door virus geïnfec-
teerde cellen, is hierbij van grote betekenis. 
Naast de werking via macrofagen zijn T-lymfocyten ook meer 
rechtstreeks betrokken bij de bestrijding van een infectie met 
virus, en wel door een directe werkzaamheid van enkele hierboven 
reeds genoemde mediators. Interferon beschermt cellen tegen virus-
infecties (Glasgow, 1970; Valle et al., 1975; Babiuk en Rouse, 
1976). Lymfotoxme is in staat cellen die geïnfecteerd zijn met 
virus te vernietigen (Granger en Williams, 1971). Sensibilisatie 
van T-cellen door virusantigenen kan verder leiden tot de vorming 
van T-cellen die toxisch zijn voor geïnfecteerde lichaamscellen, 
die op hun celmembraan door het virus geïnduceerde antigenen dra-
gen (Blanden, 1971a, b; McFarland, 1974a; Volkert et al., 1975; 
Chiba, 1976). Deze cytotoxiciteit van T-cellen is specifiek. Ze 
is voorts afhankelijk van overeenkomstige histocompatibiliteits-
antigenen op de geïnfecteerde cel en de cytotoxische T-cel (Do-
herty en Zinkernagel, 1974). 
De betekenis van de T-lymfocyt strekt zich bij virusinfec-
ties echter ook uit tot de humorale immuniteit. Na herkenning van 
het antigeen door T-cellen worden B-cellen gestimuleerd tot de 
vorming van specifieke antistoffen. Deze antistoffen zijn op een 
aantal manieren betrokken bij de onderdrukking van virusinfecties. 
Neutraliserende antistoffen kunnen complexen vormen met extracel-
lulair virus en het virus inactiveren. Neutralisatie door anti-
stoffen is een ingewikkeld proces, v/aarin ook complementfactoren 
deelnemen (overzicht: Daniels, 1975). Antistoffen kunnen zich 
voorts binden aan door virus geïnduceerde antigenen op de mem-
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braan van geïnfecteerde cellen. Deze binding kan leiden tot de 
activering van het complementsysteem wat rechtstreeks de lysis van 
de geïnfecteerde cel tot gevolg heeft (Rawls en Tompkins, 1975; 
Perrin et al., 1976). De binding van antistoffen en virusantigenen 
op het celoppervlak kan ook resulteren in de vernietiging van de 
geïnfecteerde cel door cytotoxische cellen. Deze cytotoxische re-
actie wordt uitgevoerd door cellen met een F -receptor, zoals ma-
crofagen en de eerder beschreven lymfoide cellen, die T- noch B-
celkenmerken bezitten (zie 1.1. , Roitt et at., 1976). De manier 
waarop virussen zich vermenigvuldigen en in de gastheer versprei-
den is in de eerste plaats bepalend voor de relatieve betekenis 
van de verschillende uitingen van de immuniteit (Notkins, 1974). 
Hoewel in de meeste gevallen immunologische reacties de gast-
heer ten goede komen, kunnen ze soms juist aanleiding geven tot 
ziekteverschijnselen die karakteristiek zijn voor een bepaalde 
virusinfectie (Allison, 1973; Woodruff en Woodruff, 1975a; Nathan-
son et al., 1975). Een aantal virussen veroorzaken zelf nauwelijks 
of geen beschadiging van het weefsel dat ze infecteren. Een infec-
tie met een dergelijk virus leidt wel tot de inductie van antige-
nen op het celoppervlak. Bepaalde immunologische reacties - in het 
bijzonder antistof-afhankelijke en T-cel-afhankelijke cytotoxische 
reacties - leiden dan echter tot aantasting van de geïnfecteerde 
cellen (Allison, 1973; Nathanson et al., 1975). Deze immunologi-
sche reactie richt meer schade aan dan de virusinfectie zelf. Een 
goed onderzocht voorbeeld hiervan is de infectie met het lymfocy-
taire choriomeningitis (LCM) virus (Nathanson et al., 1975). 
Ook de vorming van complexen tussen virusantigenen en anti-
stoffen kan aanleiding geven tot immunopathologische verschijnse-
len (Oldstone en Dixon, 1975). Deze complexen, waar eventueel 
complement factoren aan gebonden zijn, kunnen precipitaten in in-
tracellulaire ruimten en in de bloedbaan vormen. Deze micropreci-
pitaten veroorzaken ontstekingsreacties ("immune complex disease") 
die vergelijkbaar zijn met overgevoeligheidsreacties van het type 
III. Bij proefdieren bleek dat vooral bij chronische infecties met 
virussen zoals dat van LCM, en lactaatdehydrogenase-virus (LDH) 
deze complexen dikwijls leiden tot nephritis en arteritis (over-
zicht: Cochrane en Koffier, 1973). Complexen van virusantigenen 
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en antistoffen zijn ook waargenomen bi] chronische infecties van 
de mens, zoals met hepatitis B-, Epstein-Barr en mazelenvirus 
(Oldstone en Dixon, 1975). 
Virusinfecties kunnen ook aanleiding geven tot de vorming 
van auto-antistoffen. Deze zijn waargenomen zowel bij acute als 
chronische infecties van proefdieren met o.a. LCM- en Polyomavi-
rus en met RNA tumorvirussen (overzicht: Hirsch en Proffitt, 
1975). Een auto-immuun reactie kan het gevolg zijn van het vrij-
komen van antigenen waarmee het immunologisch systeem normaliter 
geen contact heeft. Deze antigenen kunnen afkomstig zijn uit de 
celkern (RNA, DNA) of de mitochondria. Ze komen vrij als de cel 
gelyseerd wordt ten gevolge van een virusinfectie. Voorts kan de 
vorming van auto-antistoffen het gevolg zijn van door virus geïn-
duceerde veranderingen van het celmembraan en van kruisreactivi-
teit tussen virus- en gastheerantigenen. Maar ook een virusinfec-
tie van de cellen die deel zijn van het immuunsysteem kan leiden 
tot de vorming van auto-antistoffen. Het is bekend dat een aantal 
virussen m staat zijn lymfocyten te infecteren (Wheelock en Toy, 
1973). Veranderingen in de reactiviteit van auto-agressieve lymfo-
cyten (overzicht: Hirsch en Proffitt, 1975) kunnen hiervan het ge-
volg zijn. 
Immunopathologische overeenkomsten tussen syndromen van onbe-
kende etiologie bij de mens en experimentele virusinfecties bij 
dieren doen vermoeden dat virussen een aandeel hebben in het ont-
staan van auto-immuunziekten (SLE), degeneratieve ziekten van het 
centrale zenuwstelsel (SSPE, MS) en andere ziekten met onbekende 
etiologie (Zhdanov, 1975; overzicht: Cochrane en Kofier, 1973). 
Macrofagen en lymfocyten kunnen geïnfecteerd worden door vi-
russen. Vooral de macrofaag is een celtype dat relatief gevoelig 
is voor sommige virussen (Silverstein, 1970; Eustatia et al., 
1972; Burns en Allison, 1975). Macrofagen vormen een eerste bar-
riere tegen de verspreiding van virus in de gastheer. Het is dan 
ook niet verwonderlijk dat de pathogemteit van een virus direct 
verband houdt met zijn vermogen zich in macrofagen te vermenig-
vuldigen (Allison, 1974). Is het virus hiertoe in staat, dan kan 
het zich via de macrofaag verplaatsen door het gehele lichaam en 
verschillende gevoelige cellen infecteren. De invloed van acti-
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vering van macrofagen is nog onzeker. Geactiveerde macrofagen zijn 
beter in staat vreemde partikels op te nemen en af te breken (Ax-
line, 1970). Onderzoekingen met door thioglycollaat gestimuleerde 
muizemacrofagen, muize-adenovirus en Polyomavirus toonden evenwel 
aan dat in geactiveerde macrofagen de virusvermenigvuldiging kan 
zijn toegenomen (Heessen, 1975). Ook infectie van geactiveerde 
caviamacrofagen met de parasiet Leishmania enriettii leidt niet tot 
een versnelde afbraak van de parasiet (Mauel, 1974). 
Behalve macrofagen kunnen ook lymfocyten gevoelig zijn voor 
een aantal virussen. Een immunologische reactie op een virusinfec-
tie vereist stimulatie van lymfocyten. Juist deze stimulatie van 
zijn lymfocyten kan in het nadeel van de gastheer werken. Vele vi-
russen kunnen zich niet vermenigvuldigen in de kleine, niet ge-
transformeerde lymfocyt, maar wel nadat deze gestimuleerd is door 
mitogenen of antigenen (overzicht: Wheelock en Toy, 1973). Herpes 
simplex virus vermenigvuldigt zich slechts in kweken van lymfocy-
ten die gestimuleerd zijn met PHA, PWM of anti-lymfocytenserum 
(Kleinman et al., 1972; Denman et al., 1973). Soortgelijke waar-
nemingen zijn gedaan voor o.a. vesicular stomatitis virus, gele 
koortsvirus (Wheelock et al., 1971), bofvirus (Duc-Nguyen en 
Henle, 1966), vacciniavirus (Miller el al., 1968), mazelenvirus 
(Sullivan et al., 1975b; Joseph et al., 1975), adenovirus type 2 
(Lambriex en Van der Veen, 1976) en denguevirus (Halstead et al., 
1973) . 
Een aantal virussen zoals poliovirus (Willems et al., 1969a; 
Soontiëns en Van der Veen, 1973), rubellavirus (Van Putten, 1975) 
en gele koortsvirus (Wheelock et al., 1971) vermenigvuldigt zich 
ook in kweken van niet-gestimuleerde, ongezuiverde lymfocyten. 
Het is echter waarschijnlijk dat deze replicatie berust op virus-
vermenigvuldiging in monocyten en macrofagen of in een klein aan-
tal lymfocyten dat een actief metabolisme heeft. 
De meeste van deze onderzoekingen zijn uitgevoerd in in vitro 
systemen. Maar ook bij in vivo onderzoek kon de aanwezigheid van 
viruspartikels in lymfocyten in een aantal gevallen worden aan-
getoond. Zo werden o.a. Epstein-Barrvirus (bij Burkitt's lymfoom 
en bij infectieuze mononucléose), mazelenvirus (bij SSPE), rubel-
lavirus, herpesvirus en adenovirus geïsoleerd uit lymfocyten van 
patiënten (overzicht: Wheelock en Toy, 1973). Experimenten met 
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dieren toonden bovendien aan dat stimulatie van lymfocyten kan 
leiden tot de activering van infecties met endogene tumorvirussen 
(Schumann en Moroni, 1976) en van latente infecties met b.v. cy-
tomegalovirus (Olding et al., 1975). 
Vermenigvuldiging van virussen in immunologisch actieve cel-
len is van bijzondere betekenis in het geval van persisterende vi-
rusinfecties. Het virus slaagt er dan blijkbaar in te ontkomen 
aan die mechanismen van de gastheer die erop gericht zijn het vi-
rus te verwijderen. Persistentie van virusinfectie (zoals met ru-
bella-, mazelen- of LCM-virus, overzicht: Porter, 1975) kan be-
schouwd worden als blijk van een gestoorde humorale of cellulaire 
immunologische reactiviteit (overzicht: Mims, 1974). Dit kan het 
gevolg zijn van een genetisch bepaalde tolerantie (Oldstone en 
Dixon, 1973), van de aanwezigheid van blokkerende antistoffen die 
het virus of de geïnfecteerde cel beschermen tegen immunologische 
reacties (Porter, 1971) of van de beperktheid van het cytopatholo-
gische effect dat het virus veroorzaakt. Een virusinfectie kan 
echter ook persisteren als infectie van immunologisch actieve cel-
len veranderingen in hun immunologische functies teweegbrengt 
(overzicht: Notkins, 1970; Wheelock en Toy, 1973; Woodruff en 
Woodruff, 1975b). 
Een aantal virusinfecties gaat gepaard met verlaging van 
overgevoeligheidsreacties van het vertraagde type (type IV). Ver-
traagde overgevoeligheidsreacties in het bijzonder op tuberculine 
waren verminderd na infectie, a.q. door vaccinatie met o.a. maze-
lenvirus (Brody et al., 1964), rubellavirus (Kaufmann et al., 
1974; Ganguly et al., 1976) en poliovirus (Berkovich en Starr, 
1966) en bij patiënten met infectieuze mononucléose (overzicht: 
Woodruff en Woodruff, 1975b). Voorts werd in experimenten met 
dieren waargenomen dat de afstoting van transplantaten vertraagd 
werd als gevolg van een infectie met o.a. lactaatdehydrogenase-
virus en cytomegalovirus. Eveneens bleek bij dieren dat de vor-
ming van antistoffen gestoord was na infectie met verschillende 
virussen (Notkins et al., 1970). 
Het remmend effect van een infectie o.q. vaccinatie met vi-
rus werd eveneens gevonden wanneer de cellulaire immunologische 
reactie in vitro gemeten werd door middel van de stimulatie van 
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lymfocyten door antigenen of mitogenen. Een verminderde respons 
van lymfocyten op de in vibro stimulatie door antigenen of mito-
genen werd gevonden bij personen die geïnfecteerd c.q· gevacci-
neerd waren met o.a. mazelenvirus (Smithwick en Berkovich, 1966), 
rubellavirus (Olson et al., 1967; Kaufmann et al., 1974; Ganguly 
et al., 1976), cytomegalovirus (Howard et al., 1974), hepatitis 
B-antigeen (Willems et al., 1969b) en bij patiënten met infecti-
euze mononucléose (Twomey, 1974). De verlaging van de in vitro re-
activiteit werd waargenomen gedurende de acute fase van de ziekte 
of gedurende enkele weken na vaccinatie. De stimulatie van lymfo-
cyten door antigenen was in het algemeen sterker geremd dan die 
door mitogenen. In vitro infectie van lymfocyten van normale, ge-
zonde personen met mazelenvirus (Sullivan et al., 1975), rubella-
virus (Olson et al., 1968) of poliovirus (Willems et al., 1969b, 
1970; Soontiëns en Van der Veen, 1973) leidde eveneens tot een 
verminderde reactie van lymfocyten op stimulatie door antigenen 
of mitogenen. 
Het mechanisme van deze remming is evenwel tot nu toe niet 
goed bekend geworden. Olson et al. (1968) veronderstelden dat som-
mige virussen in staat zijn in lymfocyten te penetreren en vervol-
gens te interfereren met het celmetabolisme. Dit zou kunnen resul-
teren in vernietiging van de lymfocyt als gevolg van een sterk 
cytopathogeen effect van het virus of ten gevolge van de immunolo-
gische reactie tegen de lymfocyt als geïnfecteerde cel. Remming 
van de transformatie en proliferatie van lymfocyten zou eveneens 
de oorzaak kunnen zijn voor een verminderde immunologische reac-
tie. Tenslotte zou ook een door virus geïnduceerde activering van 
"suppressor" T-cellen (Katz en Benacerraf, 1972) kunnen leiden 
tot een verminderd immunologisch reactievermogen. Soontiëns en 
Van der Veen (1973) daarentegen stelden een hypothese op, waarin 
zij veronderstelden dat de door poliovirus geïnduceerde remming 
van de PHA-stimulatie van ongezuiverde lymfocyten het gevolg is 
van infectie van de macrofaag. De geïnfecteerde macrofaag zou 
dan niet meer in staat zijn optimaal te functioneren bij de PHA-
stimulatie van lymfocyten. Voor een uitgebreid overzicht naar mo-
gelijke mechanismen die van betekenis zijn bij de afzwakking van 
de immunologische reactie ten gevolge van een virusinfectie wordt 
verwezen naar Woodruff en Woodruff (1975b). 
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Uit dit beknopte overzicht moge blijken dat interacties tus-
sen virussen, lymfocyten en macrofagen gecomp]iceerd zijn. De uit-
komst van een infectie met virus zal veelal het resultaat zijn 
van gelijktijdige replicatie in c.q. inactivering door verschil-
lende populaties van mononucléaire cellen (Denman et al., 1973). 
Om een beter begrip te verkrijgen van de invloed van virussen op 
de immunologische reactie is het van belang de interactie tussen 
virussen en verschillende typen en subtypen van mononucléaire cel-
len, in het bijzonder subpopulaties van lymfocyten, verder te be-
studeren. 
1.3. POLIOVIRUS 
Bij het onderzoek naar de wisselwerking tussen verschillende 
typen leukocyten en virussen hebben wij gebruik gemaakt van polio-
virus, behorende tot de groep der picornavirussen. Het is een van 
de beste gekarakteriseerde virussen en wordt serologisch onder-
scheiden in de typen 1, 2 en 3 (overzicht: Bodian en Horstmann, 
1965). Poliovirus heeft een diameter van 28 nm, een moleculair ge-
wicht van 6,4 - 6,8 χ 10 daltons en een sedimentatie constante 
van 155 S. Het virus bezit een enkelstrengs RNA genoom, waarin de 
nucleotidevolgorde dezelfde is als die van zijn "boodschapper" 
RNA. Het virion-RNA heeft twee functies; het bevat de virale ge­
netische informatie en het is werkzaam als boodschapper RNA. Het 
RNA heeft een moleculair gewicht van 2,6 χ 10 daltons (sedimen­
tatie constante 35 S) en vormt de code voor vier manteleiwitten, 
die gevormd worden door splitsing van het translatieproduct van 
het virus RNA. Poliovirus is niet gevoelig voor behandeling met 
ether, chloroform, detergentia of voor incubatie bij lage pH. Het 
virus wordt geïnactiveerd door incubatie bij 56 С en door behan­
deling met formaline of UV licht. Het is in staat de cellulaire 
RNA-, eiwit- en DNA-synthese te remmen. Deze remming is het ge­
volg van de vorming van dubbelstrengs RNA, dat interfereert met 
de cellulaire eiwitsynthese (Ehrenfield en Hunt, 1971). 
De interactie tussen poliovirus en leukocyten is reeds eer­
der het onderwerp van onderzoek geweest. Gresser en Chany (1964) 
toonden aan dat poliovirus zich kan vermenigvuldigen in kweken 
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van humane leukocyten. Zij namen een opmerkelijk verschil waar 
met andere cellen waarin poliovirus zich kan vermenigvuldigen. 
De virusreplicatie kwam pas op de vierde dag na infectie van ver­
se leukocyten op gang. Zij concludeerden daaruit dat de cellen 
die gevoelig zijn voor virus (ongeveer 4%) eerst een verandering 
moeten ondergaan bi] de incubatie m vitro. Er werd geen samen­
hang gevonden tussen het vermogen om virus te vermenigvuldigen en 
de aanwezigheid van antistoffen bi] de donor. Willems et al. 
(1969a, 1970) beschreven dat poliovirus zich beter vermenigvul­
digt in kweken van met PHA gestimuleerde leukocyten, vergeleken 
met met-gestimuleerde cellen. Zij schreven deze verhoogde virus­
replicatie toe aan de waarneming dat relatief meer cellen betrok­
ken zijn bij de virusvermenigvuldiging. Dit zou het gevolg kunnen 
zijn van een betere adsorptie van poliovirus aan gestimuleerde 
lymfocyten doordat meer receptoren voor poliovirus verschijnen 
(Willems et al., 1969a). 
Verder bleek (Willems en Vondrovicova, 1970) dat de stimula­
tie van leukocyten met PHA of antigenen sterk geremd is door een 
voorafgaande гп υ г tro infectie met poliovirus. In tegenstelling 
tot Willems et al. (1969c, 1970) vonden Soontiëns en Van der Veen 
(1973) geen significant verschil tussen de poliovirusreplicatie 
in PHA-gestimuleerde en met-gestimuleerde leukocytenkweken. Zij 
veronderstelden dat de macrofaag de gastheercel is bij de verme-
nigvuldiging van poliovirus m leukocyten en vermoedden dat de 
remming van de PHA-stimulatie totstandkomt doordat de monocyt/ma-
crofaag na een infectie met poliovirus met meer in staat is zijn 
onmisbare functie voor optimale stimulatie van lymfocyten te ver-
vullen (zie 1.2.) . 
1.4. DOEL VAU PET ONDERZOEK 
Het doel van ons onderzoek is inzicht te verkrijgen in de 
betekenis van macrofagen, lymfocyten en subpopulaties ervan in de 
interactie met poliovirus. Dit onderzoek kan bijdragen tot een 
beter begrip van de immunologische mechanismen bij een virusinfec-
tie. Ons onderzoek was er in de eerste plaats op gericht om de 
door Soontiëns en Van der Veen (1973) opgestelde hypothese - die 
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was gebaseerd op een onderzoek met poliovirus en door PHA gesti-
muleerde lymfocyten - nader te onderzoeken. Het leek tevens van 
belang na te gaan of een dergelijke wisselwerking tussen poliovi-
rus, lymfocyten en macrofagen ook bestaat bij de antigene stimula-
tie van lymfocyten door activering met tuberculine (PPD) of met 
allo-antigenen in de gemengde lymfocytenkweek en bij de mitogene 
stimulatie met PWM. Wij hebben in eerste instantie onderzoek ge-
daan naar het effect van poliovirus op de stimulatie door mitoge-
nen (PHA, PWM) of door antigenen (PPD, allo-antigenen). Wij heb-
ben vooral aandacht geschonken aan de kinetiek van de stimulatie. 
Vervolgens hebben wij proeven gedaan om de invloed van macro-
fagen op de stimulatie van lymfocyten nader te karakteriseren en 
te kwantificeren. Wegens de betekenis van de virusvermenigvuldi-
ging bij de interactie tussen virussen en mononucléaire cellen 
hebben wij tevens experimenten verricht waarin het verloop van 
de virusreplicatie werd gevolgd, zowel in leukocytenkweken als in 
kweken met gezuiverde macrofagen, lymfocyten en subpopulaties daar-
van. Met het oog op de tegenstrijdige resultaten die door andere 
auteurs beschreven zijn, hebben wij vooral aandacht besteed aan 
het effect van stimulatie op de virusvermenigvuldiging. 
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H O O F D S T U K 2 
MATERIAAL EN METHODEN 
2.1. VIRUS 
Voor ons onderzoek hebben wij gebruik gemaakt van poliovirus 
type 1, Mahoney stam, 19e tot 26e passage in ons laboratorium. Po-
liovirus werd doorgeënt in primaire niercellen van rhesusapen, 
die na het bereiken van een volledig cytopathologisch effect - on-
geveer 24 uur na infectie - driemaal bevroren en ontdooid werden. 
Daarna werd het celdébris afgedraaid gedurende 20 minuten bij 3000 
rpm (1600 g). De bovenstaande vloeistof werd met Na-bicarbonaat op 
pH 7,0 gebracht en bewaard bij -20 C. De infectietiter van deze 
ongezuiverde virussuspensies lag tussen 2 χ 10 en 12 χ 10 plaque-
forming units per ml (PFU/ml). Poliovirus werd radioactief gemerkt 
ten behoeve van de controle op zuiveringsmethoden door het virus 
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te kweken in Hela-cellen in aanwezigheid van 10 pCi/ml H-uridine 
(spec. act. 25 Ci/mmol, Radiochemical Centre, Amersham). Acht uur 
na infectie werden de cellen driemaal bevroren en ontdooid, op pH 
7,0 gebracht en 10 minuten afgedraaid bij 12.000 rpm (17.000 g) in 
een SS-34 rotor van een Sorvall RC2-B centrifuge, teneinde celdé-
bris te verwijderen. De bovenstaande vloeistof werd verwijderd en 
opnieuw gecentrifugeerd, maar nu gedurende 3,5 uur bij 95.000 g en 
10 С in een rotor type 35 van de Beckmann L5-65. Het sediment werd 
gesuspendeerd in fosfaat-gebufferde fysiologische zoutoplossing 
(PBS), pH 7,2 en op een gradiënt welke varieerde van 45% tot 15% 
sucrose in PBS pH 7,2 gebracht. Vervolgens werd een snelheidscen-
trifugatie uitgevoerd in een rotor SW 25.1 gedurende 4 uur bij 
24.000 rpm (60.000 g) en 10oC. De fracties met infectieus virus 
werden verzameld en het virus werd gesedimenteerd door centrifuga-
tie in een rotor 50ТІ gedurende 2,5 uur bij 50.000 rpm (166.500 g) 
en 10 C. Gezuiverde virussuspensies werden verkregen door het hier­
uit resulterende sediment te suspenderen in PBS pH 7,2. De zuiver­
heid van het virus werd gecontroleerd door evenwichtscentrifugatie 
in een CsCl-gradiënt. Hiertoe werd een virusmonster op een voorge-
vormde CsCl-gradiënt (40-15% CsCl in aqua bidest) gebracht en ge-
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durende 48 uur bi;j 10 С m een SW41Ti rotor gecentrifugeerd bi] 
40.000 rpm (200.000 g). 
Poliovirus werd geïnactiveerd door een suspensie met 6 χ 10 
PFU/ml gedurende 30 minuten op zeer korte afstand (5 cm) van een 
UV-lamp (Philips type 61998AH) te plaatsen. Voorts werd poliovi-
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rus geïnactiveerd door een preparaat met 6 χ 10 PFU/ml gedurende 
2 uur te incuberen bi] 56 C. Zowel de UV als de thermische macti-
venng reduceerden de titer van de virussuspensie tot minder dan 
10 PFU/ml. 
In enkele proeven werd gebruik gemaakt van muizehepatitisvi-
rus, stam MHV-3. Dit virus werd m 1969 verkregen van de American 
Type Culture Collection. Het virus werd in ons laboratorium vier­
maal doorgeent in Lq-Q-cellen en daarna nog éénmaal in NCTC-1469-
cellen. Na het bereiken van een volledig cytopathologisch effect 
worden de virussuspensies op dezelfde wijze behandeld als beschre-
ven is voor poliovirus. 
S.S. VI RUST ITU/ HES 
De titer van suspensies poliovirus werd bepaald met behulp 
van de plaque-methode (Cooper, 1967) . De titraties werden uitge-
voerd op confluente monolayers van Vero-cellen in plastic petri-
schaaltjes (Falcon no. 3002, 60 χ 15 mm). Van de virusmonsters 
werd, op zijn minst in duplo, 0,2 ml per schaaltje geënt. Na één 
uur incubatie bij 36 С werden de schaaltjes voorzien van 4 ml me-
dium-agar deklaag, die bestond uit Eagle's Basaal medium, met 10% 
geïnactiveerd kalverserum, 1,25% (w/v) Bacto-agar (Difco), 0,003% 
(w/v) neutraalrood (Difco), 1% glutamine-oplossing (0,2 M), Na-
bicarbonaat en antibiotica. De schaaltjes werden gedurende 4 da-
gen gemcubeerd bij 36 C, 5% СО? in lucht en een relatieve voch­
tigheid van 98%. De titer werd bepaald door cumulatieve telling 
van het aantal plaques 2, 3 en 4 dagen na enting, waarna de titers 
werden uitgedrukt in PFU's/ml. 
MHV-3 werd getitreerd in buizen met NCTC-1469-cellen. Er wer­
den 10-voudig oplopende verdunningen ingezet met 4 buizen per ver­
dunning. Virustiters van MHV-3 worden opgegeven in TCID-^/ml, be­
rekend volgens de methode van Reed en Muench. 
34 
2. 3. CELKrlf"- ' „ ν 4LDIA 
Poliovirus werd doorgekweekt op primaire kweken van niercel­
len afkomstig van rhesusapen. De cellen werden gekweekt m flessen 
met een inhoud van 250 ml m medium dat bestond uit Hanks' fysio­
logische zoutoplossing (Hanks' BSS) aangevuld met 0.5% (w/v) lac-
talbuminehydrolysaat, 20% geïnactiveerd kalverserum (inactivermg: 
30 minuten bij 56 C), Na-bicarbonaat en antibiotica. De vloeistof 
voor de kweek van poliovirus bestond uit TC Medium 199 (Gibco), 
aangevuld met 2% geïnactiveerd foetaal kalverserum, 1% glutamme-
oplossing, Na-bicarbonaat en antibiotica. Voor de titratie maak-
ten wi] gebruik van Vero-cellen. Deze cellijn is afkomstig van 
apenieren en werd voor de infectiviteitstitraties gekweekt op 
plastic petnschaaltjes (Falcon no. 3002, 60 χ 15 mm) met TC Me­
dium 199 en 5% geïnactiveerd foetaal kalverserum, 1% glutamine-
oplossmg, 0,056% (w/v) Na-bicarbonaat en antibiotica bij 36 С in 
een atmosfeer van 5% C0_ in lucht en 98% relatieve vochtigheid. 
Deze cellijn werd aangehouden in flessen met een inhoud van 250 
ml in hetzelfde medium, waarvan de Na-bicarbonaatconcentratie 
aangepast was. 
Hela-cellen, die voor het kweken van radioactief gemerkt po­
liovirus en voor adsorptie-expenmenten met poliovirus gebruikt 
zijn, werden aangehouden m Eagle's Basaal Medium met 10% geinac-
tiveer kalverserum, 10% geïnactiveerd paardeserum, 1% glutamine-
oplossing en antibiotica. Voor bereiding van radioactief gemerkt 
poliovirus in Hela-cellen werd gebruik gemaakt van een medium dat 
bestond uit Hanks' zoutoplossing met 0,5% (w/v) lactalbummehydro-
lysaat, 1% geïnactiveerd kalverserum, 1% geïnactiveerd paardese-
rum, 0,0055% (w/v) KOH, 2,5 yg/ml actinomycine D, Na-bicarbonaat 
en antibiotica. Aan dit serum werd 10 .jCi/ml H-undine toege-
voegd. 
NCTC-1469-cellen werden gekweekt in NCTC-medium 109 (Gibco) 
met 20% geïnactiveerd paardeserum en antibiotica. MHV-3 werd ge-
kweekt en getitreerd m hetzelfde medium, maar nu met 5% geïnac-
tiveerd kippeserum in plaats van paardeserum. 
Peritoneale macrofagen van muizen werden verkregen door de 
buikholte te spoelen met 4 ml Eagle's medium voor suspensiekweken 
met heparme (2 E/ml) en antibiotica. Acht tot tien weken oude, 
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vrouwelijke muizen van de stam C.H/HeJ waren 3 of 4 dagen tevoren 
intraperitoneaal ingespoten met 1,5 ml van een oplossing met 10% 
proteosepepton. Na 2 χ wassen (10 minuten, 1000 rpm) werden de 
cellen gesuspendeerd in TC Medium 199 met 20% geïnactiveerd kal-
verserum, Na-bicarbonaat (0,28 gr/liter) en antibiotica, waarna 
de celsuspensie verdeeld werd over buizen. De hoeveelheden waren 
afhankelijk van de opzet van het experiment. Na 4,5 uur incubatie 
werden de niet-gehechte cellen afgewassen. De gehechte cellen, 
voornamelijk macrofagen, werden na 18 uur nogmaals gewassen en 
waren dan gereed voor gebruik. 
2.4. KWEKEN VAU HUMANE PERIFERE LEUXOCYTEN 
2.4.1. Ongezuiverde lymfocyten 
Van gezonde volwassen donoren werd 50-100 ml veneus bloed af-
genomen in een plastic spuit die voorzien was van 2000 E héparine. 
Aan dit bloed werd eenzelfde hoeveelheid Eagle's minimal essential 
medium, voorzien van Na-bicarbonaat en antibiotica toegevoegd (du 
Bois et al., 1973). Het totale volume werd nu gebracht op een Fi-
coll-Isopaque (Nyegaard en Co., Oslo) gradiënt met een soortge-
lijk gewicht van 1,077 g/ml (Böyum, 1968). Na 40 minuten centri-
fugeren bij 400 g werd de band met mononucléaire cellen afgepi-
petteerd en 3 χ gewassen met Hanks' BSS pH 7,2 ter verwijdering 
van serumcomponenten en Ficoll-Isopaque. In geval van een normale, 
ongezuiverde lymfосуtenkweek werden de cellen opgenomen in groei-
medium en verdeeld over cultuurbuizen (Rewin, 10 χ 125 mm) die 
afgedekt waren met kapjes van aluminiumfolie. Daarna werden de 
cellen geincubeerd bij 36 C, 5% CO_ in lucht en een relatieve 
vochtigheid van 98%. 
Groeimedium bestond uit TC medium 199 met 20% geïnactiveerd 
foetaal kalverserum, 2% glutamine-oplossing, 0,10% (w/v) Na-bi-
carbonaat, penicilline (50 E/ml) en streptomycine (50 ug/ml). Dit 
medium werd steeds tevoren gedurende 18 uur geincubeerd bij 36 C, 
5% C02 in lucht en 98% relatieve vochtigheid (CCb-stoof). Gluta-
mine wordt steeds kort voor gebruik toegevoegd. 
Lymfocytenkweken werden gestimuleerd met mitogenen of anti-
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genen in de volgende concentraties: 1% phytohemagglutinine (PHA-M, 
Difco), 5 yg/ml pokeweed mitogen (PWM, Gibco) of 2 ug/ml tubercu-
line (PPD, Rijks Instituut voor de Volksgezondheid, Bilthoven). In 
de gemengde lymfocytenkweek ("mixed lymphocyte culture"-MLC) werden 
2 χ 10 cellen van iedere donor bij elkaar in cultuur gebracht in 
een totaal volume van 1 ml. 
Alle kweken werden minimaal in drievoud ingezet met 2 χ 10 
cellen per buis in een volume van 1,0 ml. De cellen werden geincu-
beerd in buizen in een verticale positie. Deze niet-gezuiverde 
lymfocytensuspensies bevatten 70-90% lymfocyten, 10-30% monocyten 
en een enkele keer granulocyten (<2%). 
2.4.2. Gezuiverde maarofagen 
Voor het verkrijgen van gezuiverde macrofagen werd een me­
thode gevolgd die gebruik maakt van het vermogen van monocyten 
zich te laten hechten aan een glasoppervlak (Bennett en Cohn, 
1966). Monocyten ontwikkelen zich na het in kweek brengen snel tot 
macrofagen (Bennett en Cohn, 1966). Bloedcellen werden, na Ficoll-
Isopaque centrifugatie en 2 χ wassen, gesuspendeerd in hechtings­
medium i.e. groeimedium met 40% geïnactiveerd foetaal kalverserum. 
De celsuspensie werd verdeeld over een aantal cultuurbuizen of TC-
petrischaaltjes, al naar gelang de opzet van het experiment. Het 
aantal per buis of schaaltje toegevoegde cellen was afhankelijk 
van het aantal macrofagen dat per cultuur nodig was bij de expe-
rimenten waarin lymfocyten en macrofagen gerecombineerd werden. 
De cellen werden dan minimaal 2 uur vrijwel horizontaal geincu-
beerd in de CO.-stoof in een volume van 0,5 ml. Onder deze om-
standigheden hecht een groot aantal van de monocyten zich ten 
gevolge van hun oppervlakte-activiteit aan het glas. Na deze 
hechtingsperiode v/erden de niet-gehechte cellen afgepipetteerd en 
werden de gehechte cellen, voor meer dan 90% macrofagen nog 2 χ 
gewassen en in groeimedium geincubeerd in de CO-stoof. Het aan­
tal cellen dat zich gehecht had, werd bepaald door ze van het op­
pervlak los te schrapen en te tellen in een haemocytometer vol­
gens Bürker-Türk. Een andere methode die gevolgd werd om de cel-
len los te maken bestond uit een 10 minuten durende incubatie bij 
410C in PBS pH 7,2 zonder Ca++ of Mg++ en met EDTA (3,3 mg/ml). 
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2.4.3. Gesvbverde lymfocyter 
Gezuiverde lymfocyten werden verkregen door de celsuspensie 
met ongezuiverde lymfocyten te leiden over een kleine kolom nylon­
watten (Fenwal, Leukopak, Morton Grove, U.S.A.). De nylonwatten 
waren eerst gedurende 2 uur behandeld met 0,2 η HCl en vervolgens 
goed gewassen met aqua dest. tot de pH niet meer veranderde. Na 
drogen werd circa 1 g watten gebracht in een plastic 10 ml spuit, 
die aan het uiteinde voorzien was van een slangetje met klem. 
Deze kolom werd gesteriliseerd in de autoclaaf. Voordat een cel­
suspensie met ongezuiverde lymfocyten op de watten gebracht werd, 
was de kolom eerst geincubeerd met groeimedium gedurende 30 mi­
nuten in een CO^-stoof. Na deze premcubatie werden er maximaal 
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8 χ 10 ongezuiverde lymfocyten in 4 à 5 ml groeimedium opge-
bracht. Na een incubatie van minstens 1 uur in de CO^-stoof, ge-
durende welke de cellen met oppervlakte-activiteit (mononuclé-
aire fagocyten) zich aan de watten gehecht hebben, werden de met-
gehechte cellen uitgewassen met een druppelsnelheid van ongeveer 
2 ml/min. Vervolgens werd de kolom nog driemaal nagespoeld met 
5 ml groeimedium. De cellen werden verzameld, nog tweemaal gewas-
sen en geresuspendeerd in groeimedium. De op deze wijze verkregen 
gezuiverde lymfocyten werden dan verdeeld over cultuurbuizen (2 
χ 10 cellen/buis). Daarna werden ze geincubeerd bij 36 С in de 
CO?-stoof of werden ze gebruikt ter isolatie van T-cellen door 
middel van spontane rozetvorming met schape-erytrocyten. 
2.4.4. J-cellen 
Schape-erytrocyten (Centraal Dierenlaboratorium, Nijmegen) 
werden bewaard bi] 4 С in Alsevers oplossing. Ze werden gebruikt 
binnen 3 weken na afnemen. Schape-erytrocyten (SRBC) werden voor 
gebruik 3 χ gewassen met Hanks' BSS. De uiteindelijke oplossing 
bevatte 0,5% schape-erytrocyten in Hanks' BSS pH 7,2. 
Voor de vorming en isolatie van T-cellen met een rozet van 
SRBC (Ε-RFC) werden de, volgens 2.4.3. gezuiverde, lymfocyten ge­
suspendeerd in groeimedium met 0,35 g/l Na-bicarbonaat, in een 
concentratie van 2,5 χ 10 cellen/ml. Vervolgens werd 4 ml van 
deze celsuspensie (totaal 10 χ 10 lymfocyten) gedurende 15 mmu-
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ten bij 37 С in een centrifugebuis met een volume van 25 cc ge-
incubeerd met 1 ml van een 0.5% oplossing van schape-erytrocyten 
in Hanks' BSS pH 7,2 (Zeylemaker et al., 1974). Daarna werd het 
mengsel gecentrifugeerd gedurende 15 minuten bij 100 g en nog­
maals geincubeerd, maar nu bij 4 С gedurende 18 uur. Nadat de 
cellen zeer voorzichtig waren geresuspendeerd, werd met behulp 
van een spuit 4 ml Ficoll-Isopague met een soortelijk gewicht 
van 1.081 g/ml op de bodem van de centrifugebuis gebracht. De 
cellen werden met een zeer lage aanvangssnelheid eerst 15 minu­
ten gecentrifugeerd bij 200 g en vervolgens 20 minuten bij 400 g. 
Van de pelletfractie met de E-rozetvormende cellen werd dan het 
percentage Ε-RFC bepaald door minstens 200 cellen te tellen, waar­
bij alleen lymfocyten met 3 of meer schape-erytrocyten beschouwd 
werden als E-rozetvormende cel (E-RFC). Na lysis in een ammonium-
chloride-bicarbonaat oplossing (0,155 M NH.C1 en 0,01 M KHCO in 
aqua bidest. - Roos en Loos, 1970) werden de cellen enkele malen 
gewassen, gesuspendeerd in groeimedium en verdeeld over cultuur-
buizen. Per buis werden 10 cellen van subpopulaties van lymfocy­
ten in kweek gebracht. Het volume was 1 ml. Deze kweken met E-
rozetvormende cellen bevatten steeds meer dan 90% Ε-RFC (bereik: 
90-98%). 
2.4.5. B-cellen 
Voor de isolatie van B-cellen (EAC-RFC) werd gekozen voor 
een ten opzichte van 2.4.3. gewijzigde procedure. Vijfig ml veneus 
bloed werd afgenomen in een plastic spuit met 2000 E héparine en 
gemengd met eenzelfde hoeveelheid "lymphocyte separating reagent" 
(Technicon Corp.), een oplossing die carbonyl-ijzer partikels be-
vat. Deze suspensie werd 90 minuten bij 36 С geschud en vervol­
gens op een Ficoll-Isopaque dichtheidsgradiënt gebracht met een 
soortelijk gewicht van 1,081 g/ml. Na centrifugeren gedurende 40 
minuten bij 400 g werd de band met lymfocyten afgepipetteerd, 3 
χ gewassen met Hanks' pH 7,2 en gesuspendeerd in groeimedium met 
0,35 g/Na-bicarbonaat. Voor de vorming en isolatie van EAC-ro-
zetten werd gebruik gemaakt van cavia-erytrocyten, antiserum te­
gen cavia-erytrocyten, bereid in konijnen, en vers muizeserum 
als bron van complement (Chiao en Good, 1976; Zeylemaker et al., 
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1974). Een 1% oplossing van cavia-erytrocyten in Hanks' BSS pH 7,2 
werd gedurende 60 minuten bij 37 С geincubeerd met een subaggluti-
nerende verdunning (1:2000) van konijne-antiserum tegen cavia-ery­
trocyten. De cavia-erytrocyten werden vervolgens gesedimenteerd, 
gewassen en opnieuw opgenomen in Hanks' BSS pH 7,2 (complex van 
erytrocyten en antiserum = EA). Voor de bereiding van complexen 
van EA en complement werd dan een 5% suspensie van EA gedurende 
30 minuten bij 37 С geincubeerd met eenzelfde volume muizeserum 
dat 1:10 verdund was in Hanks' BSS pH 7,2 (EAC) (complex van ery­
trocyten, antiserum en complement = EAC). 
Daarna werden in een centrifugebuis met een inhoud van 25 ml, 
4 ml van een celsuspensie met lymfocyten (2,5 χ 10 cellen/ml) bij 
37 С geincubeerd met 1 ml van een 0,5% suspensie van EAC in Hanks' 
BSS. Na 15 minuten werden de cellen 10 minuten gecentrifugeerd bij 
200 g en vervolgens nog eens 15 minuten bij kamertemperatuur ge­
incubeerd. Na krachtig schudden op een Vortex-mixer, werden de 
cellen gecentrifugeerd in een Ficoll-Isopaque dichtheidsgradiënt. 
Daartoe werd eerst 5 ml Ficoll-Isopaque (s.g. 1.081 g/ml) met een 
spuit op de bodem van de buis gebracht. Na 30 minuten centrifugeren 
bij 200 g werd het aantal EAC-rozetvormende cellen in het sediment 
bepaald door het percentage lymfocyten te tellen met minstens drie 
complexen van cavia-erytrocyten, antiserum en complement. De ca-
via-erytrocyten werden dan gelyseerd. Vervolgens werden resterende 
T-cellen (+ 10%) nog verwijderd door rozetvorming met schape-ery-
trocyten zoals beschreven onder 2.4.4. Na Ficoll-Isopaque dicht-
heidscentrifugatie en lysis van de schape-erytrocyten werden de 
cellen verdeeld als beschreven onder 2.4.4. Suspensies van EAC-
rozetvormende cellen bevatten steeds meer dan 90% EAC-RFC. 
2.4.6. Reaombinatiekweken 
Recombinatiekweken zijn culturen waarin gezuiverde lymfocy-
ten in kweek gebracht worden met verschillende hoeveelheden macro-
fagen van dezelfde donor. In deze kweken werden 2 χ 10 over Fen-
walwatten gezuiverde lymfocyten of 10 Ε-RFC gecombineerd met 
verschillende aantallen macrofagen van dezelfde donor. Daartoe 
werden de methoden gevolgd zoals beschreven in 2.4.2., 2.4.3. en 
2.4.4., met dien verstande dat de gezuiverde lymfocyten, a.q. 
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Ε-RFC, nu verdeeld werden over cultuurbuizen, waarxn wij eerder 
monocyten hadden laten hechten. De combmatiekweken werden dan in 
een vrijwel horizontale positie gemcubeerd bij 36 С in de C0 ?-
stoof. Ook van deze culturen bedroeg het volume 1 ml. 
2.5. VIPUSENTIVG 
2.5.1. Beënten van kweken met ггиі 
Lymfocytenkweken werden beent met 0,1-0,2 ml van een suspen­
sie van virus. De suspensie was zodanig verdund dat de multipli-
citeit van infectie (M.O.I.) ongeveer 1 PFU/cel was. Aan controle-
kweken wordt steeds eenzelfde volume suspensievloeistof zonder 
virus in dezelfde verdunning toegevoegd. Na adsorptie gedurende 
ten minste 1 uur werden stimulerende agentia toegevoegd (PHA, 
PWM of PPD) . De celkweken werden vervolgens gemcubeerd bi] 36 С 
in een CO -stoof. 
In het geval van een kweek waarin wij het verloop van de vi-
rusvermenigvuldiging volgden, werd na een adsorptiepenode van 
18 uur het met-geadsorbeerde virus verwijderd door de cellen 
tweemaal te wassen met Hanks' BSS pH 7,2. Vervolgens werden de 
kweken voorzien van vers groeimedium. Culturen voor de bepaling 
van de DNA-synthese werden niet gewassen. Het met-geadsorbeerde 
virus bleef daarin gedurende de gehele kweekpenode aanwezig. 
2.5.2. Adsovptbe-expevbmenten 
Wij hebben onderzoek verricht naar de adsorptie van poliovi-
rus aan lymfocyten en macrofagen door de daling van de mfectie-
titer op verschillende tijdstippen na enting te volgen. Hela-cel-
len werden gebruikt als positieve controle-cellen. Proeven waarin 
de daling van de titer gemeten werd, zijn uitgevoerd bij 37 C. 
De volgende methoden werden toegepast. Macrofagen en Hela-
cellen werden gekweekt op TC-petrischaaltjes (Falcon 35 χ 10 mm). 
Op de dag van adsorptie werden de schaaltjes gewassen. Op elk 
schaaltje werd 0,2 ml van een suspensie met poliovirus gebracht, 
4 
die 5 χ 10 PFU bevatte. Poliovirus werd gesuspendeerd in een wa-
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terige oplossing van 0,25 M saccharose (Merck) en 10 M CaCl? 
(Merck) (Bachtold ev al., 1957). Op verschillende tijdstippen na 
enting werd de adsorptie stopgezet door ijskoude PBS pH 7,2 toe 
te voegen. De bovenstaande vloeistof werd afgepipetteerd, gecen­
trifugeerd gedurende 10 minuten bij 2000 rpm en bewaard bij -20 С 
tot het tijdstip van titratie. Kweken met lymfocyten (2-7 χ 10 
cellen/buis) werden bcënt met 1 ml van een suspensie van poliovi-
rus, die 2,5 χ 10 PFU bevatte. Op verschillende tijdstippen werd 
0,2 ml afgepipetteerd. Dit monster werd verdund met 1,8 ml ijs­
koude PBS (pH 7,2), gecentrifugeerd gedurende 10 minuten bij 2000 
rpm en ingevroren bij -20 C. 
2. S. BEPALING VA?! DE DN A-SYNTHESE 
De DNA-synthese in lymfocytenkweken werd bepaald op grond 
3 
van de inbouw van Η-thymidine (thymidine 6-H3) met een specifieke 
activiteit van 23 Ci/mmol of 5 Ci/mmol (Radiochemical Centre, 
Amersham). Vierentwintig uur voor beëindiging van de kweken werd 
3 3 
aan elke buis 1 yCi H-thymidine ( H-TdR) toegevoegd. Celkweken 
werden geoogst door de cellen in te vriezen en - na ontdooien - af 
te filtreren op glasvezelfliters (Sartorius SM 13400). Elk filter 
werd goed nagewassen met ongeveer 20 ml aqua dest. Vervolgens wer-
den de filters in telpotjes gedaan. Nadat de filters gedurende 
60 minuten bij 80 С gedroogd waren, werden ze voorzien van 8 ml 
scintillatievloeistof (4 g PPO, 0,25 g dimethyl POPOP in 1 1 tolu­
een) en geteld in de Packard vloeistofscintillatieteller В 2450. 
2.7. BEREIDING VAN ANTI SERA 
Antiserum tegen poliovirus type 1 werd bereid in konijnen 
(Melnick en Wenner, 1969). Konijnen werden op vier verschillende 
plaatsen intramusculair ingespoten met in totaal 8 ml van gelijke 
hoeveelheden van een suspensie van poliovirus en Freunds compleet 
adjuvans. Na drie weken werd dit herhaald. Bovendien werden de 
konijnen elke week intraveneus ingespoten met 1 ml van een sus­
pensie van poliovirus. Na 5 à 6 weken werd bloed afgenomen. De 
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titer van neutraliserende antistoffen tegen poliovirus type 1 werd 
bepaald door een reeks van tienvoudig oplopende verdunningen gedu­
rende 30 minuten bij 37 С te incuberen met een gelijk volume (1 
ml) van een suspensie van poliovirus die ongeveer 200 PFU bevatte. 
Van dit mengsel van virus en antiserum werd dan in drievoud 0,2 
ml per schaaltje geënt, zoals beschreven bij virustitraties. De 
laagste verdunning van het serum die tenminste een reductie van 
50% van het aantal plaques te zien gaf, werd beschouwd als anti-
stoftiter. Op deze wijze hebben wij ook de titer van neutralise-
rende antistoffen bepaald in het serum van donoren. 
Antiserum tegen cavia-erytrocyten werd eveneens gemaakt in 
konijnen. Dit antiserum werd bereid volgens een modificatie van 
de methode die voor schape-erytrocyten beschreven is door Kwa-
pmski (1972). Konijnen werden intraveneus ingespoten met 1 ml 
van een 10% suspensie van cavia-erytrocyten m fysiologische zout-
oplossing. Dit werd herhaald na 1, 3, 6, 7, 9 en 12 dagen. 
2.8. MORtOLOGIF Hl Dl » Fe P"'U IELE SAMEIIS^FLLISG VAil CELSUSPENSIES 
Het percentage mononucléaire fagocyten in celsuspensies werd 
vastgesteld op grond van een cytochemische reactie op de aanwezig-
heid van niet-specifleke esterasen (Yam et al., 1971). Deze reac-
tie, die uitgevoerd werd met a-naphtylacetaat, is specifiek voor 
mononucléaire fagocyten (Goud et ai., 1975). Tijdens de verschil-
lende fasen van de procedure die gevolgd werd bij het in kweek 
brengen van cellen, werd het aantal cellen geteld met behulp van 
een haemocytometer volgens Bürker-Türk. Het percentage levensvat-
bare cellen werd vastgesteld op grond van de methode die gebruik 
maakt van de exclusie van trypaarblauw. 
Р.Э. STATISTISCH! BEWEF/INGCf. 
De significantie (P <0,05) van verschillen werd bepaald vol­
gens Student (t-toets), als de variabelen bij benadering normaal 
verdeeld waren. De rang-tekentoets van Wilcoxon werd gebruikt als 
geen normale verdeling verondersteld mocht worden (De Jonge, 1963). 
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H O O F D S T U K 3 
CULTUURCONDITIES VOOR DE STIMULATIE VAN 
HUMANE PERIFERE LEUKOCYTEN 
¿.1. INLEIDING 
De stimulatie van lymfocyten door mitogenen of antigenen is 
de laatste jaren uitvoerig onderzocht (Naspitz en Richter, 1968; 
L m g en Kay, 1975; Wedner en Parker, 1976). Van de verschillende 
morfologische (Nowell, 1960; Hersch en Oppenheim, 1965), bioche-
mische (Wedner en Parker, 1976) en radiochemische methoden (Caron, 
1965) wordt aan de bepaling van de inbouw van Η-thymidine m DNA 
het meest de voorkeur gegeven (Lmg en Kay, 1975). 
Vooral de stimulatie van lymfocyten door phytohaemagglutini-
ne (PHA) is het onderwerp geweest van een aantal studies waarin 
het effect van verschillende variabelen uitgebreid bestudeerd is 
(Schellekens en Eysvogel, 1968; Yamamura, 1973; Hagen en Fr^land, 
1973). Daaruit bleek dat de transformatie van lymfocyten door 
PHA, die beschouwd kan worden als een in vitro maatstaf voor de 
cellulaire immuniteit, niet alleen sterk beïnvloed wordt door de 
immunologische status van de donor (Good et al., 1971), maar dat 
ook bij gezonde personen een grote variatie gevonden kan worden 
in de stimuleerbaarheid van hun lymfocyten (Hagen en Fr^land, 
1973; Faguet, 1974). Het staat vast dat behalve tussen personen 
deze variabiliteit ook gezocht moet worden in de cultuuromstan-
digheden en de reproduceerbaarheid van de methoden om de respons 
van lymfocyten op stimulatie te meten (Schellekens en Eysvogel, 
1968; Faguet, 1974; Hinz en ChickosKy, 1972; du Bois et al., 
1973). 
Verschillende auteurs hebben onderzoek verricht naar kwanti-
tatieve aspecten van variabelen in de cultuurcondities die van 
belang zijn voor een optimale stimulatie van lymfocyten door mi-
togenen (Yamamura, 1973; Schellekens en Eysvogel, 1968; du Bois 
et a l . , 1973) of door antigenen (Hinz en Chickosky, 1972; Foroo-
zanfar et al., 1974; Yamamura et a l . , 1976). Niettemin bleek het 
noodzakelijk de condities voor een optimale lymfocyten stimulatie 
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en het effect van variabelen alsnog vast te stellen. Bovendien 
was het systeem van lymfocytenstimulatie op ons laboratorium 
(Soontiëns, 1973) slechts onderzocht voor de activering net PHA 
terwijl voorts het grote aantal cellen per cultuur (2 χ 10 ) een 
belangrijke belemmering zou gaan vormen bij de isolatie op prepa-
ratieve schaal van subpopulaties van lymfocyten. Daarom is beslo­
ten een onderzoek te doen naar de factoren die van belang zijn 
voor een optimale stimulatie van lymfocyten door PHA enerzijds en 
voor de reactiviteit op pokeweed mitogeen (PWM), gezuiverd tuber-
culine (PPD) en op allo-antigenen in de gemengde lymfocytenkweek 
(MLC) anderzijds. 
Wij hebben eveneens het effect bestudeerd dat ъп гЬго in­
fectie met poliovirus heeft op de reactiviteit van lymfocyten je­
gens de verschillende stimulerende agentia. Tevens werd getracht 
de gevoeligheid en de reproduceerbaarheid te verhogen van de be-
3 
paling van de DNA-synthese op geleide van de inbouw van H-TdR. 
3.2. LABELINGSCO-IDITIIS FN BEPALING V/-\' DE JVS0i/(/ VAti' ¿ J-THÏVIDINE 
Met het oogmerk de gevoeligheid en de reproduceerbaarheid van 
het meten van de lymfocytenstimulatie op geleide van de H-TdR in-
corporatie te verhogen, hebben wij onderzoek gedaan naar het ef-
fect van verlenging van de labelmgsduur en naar de manier waarop 
de DNA-synthese bepaald werd. Bovendien was het van belang labe-
lings- en opwerkprocedures zo efficient mogelijk te laten verlo-
pen. Voor wat betreft de Ъераігпд van de H-TdR-inbouu werd een 
vergelijkend onderzoek gedaan tussen de methode, waarbij het DNA 
geëxtraheerd wordt (Caron et al. , 1965) en die waarbij het DNA 
gefiltreerd wordt op glasvezelfliters (du Bois et al., 1973), zo-
als beschreven in Materiaal en Methoden. Ongezuiverde lymfocyten 
(2 χ 10 cellen/buis) werden in kweek gebracht en voorzien van 
PHA (0,5%), poliovirus (1 PFU/cel) of controlevloeistof. Na vier 
dagen werden de culturen gelabeld met 1 pCi Η-thymidine (spec. 
act. 5 Ci/mmol) en 5 uur later werd volgens beide methoden be­
paald hoeveel H-TdR ingebouwd was m DNA. Tabel 1 geeft de re­
sultaten weer van drie experimenten. 
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TABEL 1: Bepaling van de H-thymidine-inbouw in met PHA gestimu­
leerde, ongezuiverde lymfocyten met en zonder poliovirus 
volgens tv/ее methoden 
H-thymidine-inbouw (cpm + s.a.) 
Exp. PHA Poliovirus 
no. (0,5% v/v) (1 PFU/cel) Extractiemethode Filtermethode 
I - - 1.830 + 240 760 + 80 
+ - 7.500 + 1.600 24.600 + 1.400 
+ + 4.800 + 600 18.400 + 1.480 
II - - 2.240 + 1.030 2.230 + 570 
+ - 48.200 + 15.200 93.600 + 12.300 
+ + 27.000 + 4.900 73.500 + 4.800 
III 
+ 
+ 
570 + 
15.100 + 
10.300 + 
200 
1.700 
900 
910 + 
57.700 + 
38.000 + 
180 
3.250 
4.300 
Viel- с agen na h, st in kwe"k brergen /jerd aon de seilen (2 χ 13' 
3 
Der hdisj 1 цСі H- üR (зпес. act . Ъ Ci/rrrrol) toeg'vcsgd. Vijf 
UL.r Idler werden de kweken 'leei^digc. weergegeven i ρ de "H-TdR-
ігЬзіГл
1
 in cojnts per minuut ne" sz3~ cadrò afwijking (s.a.). 
De filtermethode blijkt voordelen te bieden, zowel ten aan-
zien van de hoeveelheid radio-actief thymidine die geïncorporeerd 
wordt, als van de spreiding. Deze methode is aanzienlijk minder 
bewerkelijk en biedt bovendien de mogelijkheid de culturen in te 
vriezen zodat niet steeds onmiddellijk bij beëindiging der kwe-
3 
ken de H-TdR-inbouw bepaald hoeft te worden. Du Bois et al. 
(1973) kwamen tot dezelfde conclusie. In volgende experimenten 
3 
werd dan ook de H-TdR-inbouw bepaald met behulp van deze filtra-
tiemethode. 
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In twee experimenten hebben wij onderzocht of het mogelijk 
was de gevoeligheid van de stimulatie te verhogen door de lábe-
Zzngsduur te verlengen. Verschillende auteurs (Yamamura, 1973, 
1976; Penhale et al., 1974; Foroozanfar et al., 1974) beschrijven 
een lineair verband tussen de labelmgsduur en de H-TdR-mbouw 
tot ongeveer 12 - 16 uur na toevoeging van Η-thymidine. Wi] heb­
ben derhalve het effect onderzocht dat verlenging van de labe­
lmgsduur van 5 tot 24 uur heeft op de H-TdR-inbouw in ongezui­
verde lymfocyten (2 χ 10 cellen/buis), al dan niet gestimuleerd 
met PHA, en op dag 4 voorzien van 1 pCi Η-thymidine. Het resul­
taat van twee experimenten is weergegeven in Tabel 2. 
TABEL 2: Het effect van de duur van incubatie op de inbouw van 
3 3 
H-thymidine ( H-TdR) in PHA gestimuleerde, ongezuiverde 
lymfocyten 
H-TdR-inbouw (cpm + s.a.) Stimulatie-mdex ' 
Exp. PHA 
no. (0,5% v/v) 5 uur 24 uur 5 uur 24 uur 
I - 1.150 + 480 1.200 + 350 
+ 5.100 + 910 13.400 + 2.200 
II - 1.160 + 330 1.210 + 265 
+ 22.200 + 3.000 48.600 + 5.300 
4,4 11,2 
19,1 40,2 
6 Vier dager na hot in RAIGPK hrs-rgsn werd aan d3 oelien 12 χ 10 
3 
per huis) 1 yCi H-FJK (spec. act. ^ Сі/тпэі) toegevoegd. Wee"-
3 
gegeven is de Η-ΤdR-inbouw in counts ρ = r minuut met stan lee^d-
a-f wi j king (s.d. 1, 
• e stinulatip-index (S.I.) geeft de verhouding ліеог tjssen de 
3 
inoojK ven M- t U\ rri d ^  г e in gestimuleerde en η ι et-ge s t imu 1 ер rdp 
lymfocyten. 
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Incubatie gedurende 24 uur leidt tot een hogere inbouw in met 
PHA gestimuleerde lymfocyten. De incorporatie in niet-gestimuleer-
de lymfocyten blijft na 24 uur incubatie echter hetzelfde als na 
5 uur. Een labelingsduur van 24 uur biedt, naast practische voor­
delen, meer mogelijkheden vooral wanneer het gaat om kweken waar­
in de stimulatie-index (S.I.) г.e. de verhouding tussen de H-TdR-
inbouw in gestimuleerde en met-gestimuleerde culturen, klein zal 
zijn. Dit laatste is vooral van betekenis in kweken van lymfocy­
ten die gestimuleerd worden met gezuiverde tuberculine (PPD) of 
met allo-antigenen (MLC), maar ook in kweken van sterk gezuiverde 
lymfocyten of subpopulaties ervan. 
In een volgend experiment hebben wij ongezuiverde lymfocyten 
(2 χ 10 cellen/buis) na 4 dagen voorzien van 1 uCi H-thymidme 
van verschzllende зое^г/ге/ге асіььг te vt, teneinde na te gaan of 
de (lagere) thymidineconcentratie bij een hoge specifieke activi­
teit (5 Ci/mmol) geen belemmerende factor zou gaan vormen bij de 
inbouw van H-TdR. In Tabel 3 is aangegeven de hoeveelheid H-TdR 
(cpm) die geïncorporeerd is in DNA. Het verschil in stimulatie-
TABEL 3: Invloed van de specifieke activiteit op de inbouw van 
3 
Η-thymidine in kweken van met PHA gestimuleerde onge­
zuiverde lymfocyten 
Spec. act. 
(Ci/mmol) 
PHA (0,5% v/v) a) Stipulâtie-index b) 
0,5 Ci/nmol 3.850 + 470 59.000 + 10.400 15,5 + 2,2 
5,0 Ci/mmol 6.770 + 480 91.000 + 9.400 13,4 + 2,7 
b) 
Vier dagen na het in kwe К fTngen werd aar de cellen (2 χ 10 
3 
per buis) 1 ¿(i H-TdR toegpvoegd. Vierentwintig ULT later л от 
(Jen de Kwdke" beëindigd. Weerg = geN/en is de inbouw van 4-"rdR 
in counts per ru^ujt ret s t andaa^daf wi j M n g (s.a.); 
De stiTulatie-index gepft de vernouaing neer tussen аз "bouw 
3 
var H TdR in gPSL imu 1 с e r^e en η j.et-ges t imu leerde lyn-ocyton. 
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indices is met significant zodat wij mogen concluderen dat er 
ook bij hoge specifieke activiteit voldoende thymidine in de kwe-
ken aanwezig is voor een optimale DNA-synthese (Sample en Chre-
tien, 1971). Wij hebben de voorkeur gegeven aan labeling met H-
thymidine van een hoge specifieke activiteit om de lymfocyten-
stimulatie zo gevoelig mogelijk te meten juist ook weer in kweken 
met een lage stimulatie-index. 
Z.3. BEREIDING LYMFOCYTENKWEXEN 
Een van de veranderingen in lymfocytenkweken betrof de metho-
de om leukocyten en erytrocyten te scheiden. Daarom werden de ver-
3 
schillen in H-TdR-inbouw onderzocht bij scheiding met behulp van 
dextraansedimentatie en bij die door Ficoll-Isopaque-dichtheids-
centrifugatie. Tevens werd nagegaan in hoeverre het mogelijk zou 
zijn, het aantal lymfocyten per buis te verminderen om aldus ef-
ficiënter gebruik te maken van het bloed van de donoren. In Tabel 
4 staan de resultaten van een experiment waarin de PHA-stimulatie 
in kweken van ongezuiverde lymfocyten vergeleken is. Er werden 
twee verschillende celconcentraties genomen. Uit deze Tabel blijkt 
dat de H-TdR-inbouw in met PHA gestimuleerde, ongezuiverde lymfo-
cyten na Ficoll-Isopaque-centrifugatie nauwelijks hoger ligt dan 
na dextraansedimentatie. De stimulatie-index is evenwel voor on-
gezuiverde lymfocyten na Ficoll-Isopaque-centrifugatie ongunsti-
c 
ger, tenminste in kweken met 10 cellen per buis. Dit laatste is 
3 
te wijten aan de onevenredig hogere H-TdR-inbouw in niet-gesti-
muleerde, ongezuiverde lymfocyten. Anderen hebben eveneens op dit 
verschijnsel gewezen, zonder evenwel tot een verklaring ervoor te 
kunnen komen (Melief et al., 1973). Een belangrijk voordeel van 
de Ficoll-Isopaque-centrifugatie - dat naast de practische voor-
delen van doorslaggevend belang was bij een keuze tussen beide 
methoden - is gelegen in het feit dat er een zuivering van mono-
nucleaire cellen wordt bereikt dat wil zeggen: granulocyten wor-
den samen met erytrocyten vrijwel volledig verwijderd. 
Bij dit experiment werd een begin gemaakt met het onderzoek 
naar de invloed van de oeldichtheid op de PHA-stimulatie van on-
gezuiverde lymfocyten. Uit Tabel 4 blijkt dat de totale DNA-syn-
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іл TABEL 4: Het effect van stimulatie van ongezuiverde lymfocyten door PHA, gemeten naar de in-
o 3 
bouw van gemerkt thymidine ( H-TdR) , naar twee methoden van lymfocytemsolatie 
Isolatiemethode Cellen/cultuur PHA 
0,5% (v/v) (cpm + s.a.) 
H-TdR-mbouw Stimulatie- cpm/2 χ 10 
index b) cellen 
Dextraan-
sedimentatie 
2 χ 10" 
10 
750 + 150 
48.200 + 6.900 64,3 
1.260 + 150 
121.600 + 3.850 96,5 
4 8 . 2 0 0 
2 4 . 3 2 0 
F i c o l l - I s o p a q u e -
c e n t n f u g a t i e 
2 χ 10" 
10 
750 + 125 
51.180 + 10.160 68,3 
6.700 + 1.170 
138.500 + 8.000 20,8 
51.180 
27.700 
a
' Dg atinjldtiB-indpx is do vaiicuding tusben de |[-TdR-inbouw in gest_müleerdp er niet-ge-
stmulcerde Kweker; 
0
 ' Vier dagen na het in Kweek brengen werd aan de celj.en 1 pCi l-FdR (spec. act. 5 Ci/mmol) 
toegev/oegd. Vierer twintig J U T later werden dp Kweken beëindigd. 
these, gemeten naar de H-TdR-incorporatie, in kweken met 2 χ 10 
cellen weliswaar lager ligt dan in culturen met 10 cellen, maar 
dat de DNA-synthese per cel hoger ligt. Omdat wij evenwel de in­
teractie tussen poliovirus, lymfocyten en monocyten willen bestu­
deren, is het eveneens van belang de PHA-stimulatie te bestuderen 
van ongezuiverde lymfocyten die in vitro geïnfecteerd zijn met 
poliovirus. Figuur 1 geeft een beeld van de relatie tussen cel-
dichtheid en inbouw (cpm) per 2 χ 10 cellen na PHA-stimulatie. 
c p m / 2 x 1 0 5 cells 1 
IO5 
5x10 4 
5x104 10 5 2x105 4x10 5 10 6 
number of cells per culture 
Figuur * : Verband tussen hez aantal celler per ojltuur en de H-
thymidire incorporatie in met PhA ge stimuleerde, ongrì-
zuiverde lymfocyten met en zender pcliovirus Μ Ρ Fu/ 
cel ) . 
Het blijkt dat een maximale PHA-stimulatie van ongezuiverde lym­
focyten verkregen wordt bij 10 of 2 χ 10 cellen per buis. De 
cellen werden geincubeerd in een volume van 1 ml. Deze resulta­
ten komen overeen met die van Yamamura (1973). De door andere au­
teurs beschreven virale remming van de DNA-synthese (Soontiëns en 
Van der Veen, 1973; Willems et al., 1969b) treedt ook bij deze 
geringe celdichtheid op. In volgende lymfocytenkweken werd geko-
zen voor 2 χ 10 cellen per buis teneinde een optimale stimulatie, 
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—* - poliovirus 
--u + poliovirus 
die door poliovirus geremd wordt (Ρ <0,01), met een gering aan­
tal cellen per buis te bereiken. 
De replicat-Le van poliovirus werd eveneens onderzocht in 
lymfocytenkweken met een lager aantal cellen dan 2 χ 10 cellen 
per cultuur zoals die beschreven worden door Soontiëns en Van der 
Veen (1973) en Willems et al. (1969a). Kweken werden bereid, zo-
als aangegeven is in Materiaal en Methoden, en vervolgens beent 
met 1 PFÜ poliovirus per cel. De volgende dag werd het niet-ge-
adsorbeerde virus verwijderd door driemaal wassen. De lymfocyten 
werden gesuspendeerd in vers medium. Figuur 2 laat het verloop in 
de tijd zien van de vermenigvuldiging van poliovirus in ongezui-
poliovims titer . 
(log PFU/ml ) χ—χ 2 xl05cells 
Û--U 106cells 
6-
5-
x 
/ 
A 
/ 
— ι ' 1 ' Γ 
4 6 θ 
days after infection 
:
 ig и и г 2: Vermenig vu 1 digingscurve voor poliovirus in ongezuiverde, 
niet-gestimu leerde lymfocyten bij verschillende celcon­
centraties. 
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verde, niet-gestimuleerde lymfocyten in kweken met respectievelijk 
2 χ 10 en 10 cellen per buis. Soontiëns (1973) stelde een kri-
tisch, minimaal aantal cellen per buis (0,5 χ 10 ) vast, waaronder 
nauwelijks nog virusproductie kon worden aangetoond. In tegenstel­
ling tot deze bevindingen blijkt poliovirus zich te vermenigvuldi­
gen zowel in lymfocytenkweken met 10 cellen als in culturen met 
2 χ 10 cellen. Het lineaire verband tussen de maximale virusop­
brengst en het aantal cellen, zoals reeds door Soontiëns (1973) 
voor ongezuiverde lymfocytenkweken was waargenomen, blijkt ook 
hier te bestaan. De maximale virustiter in culturen met 2 χ 10 
cellen wordt evenwel later bereikt. 
3.4. PHA-STIMULATIE 
Hoewel de PHA-stimulatie van lymfocyten reeds uitvoerig on­
derzocht is (Schellekens en Eysvogel, 1968; Yamamura, 1973; du 
Bois et al., 1973) blijkt het door de grote verschillen in opti­
male cultuuromstandigheden telkens nodig een aantal variabelen in 
een bepaald systeem opnieuw te bepalen. Dit geldt in het bijzonder 
voor het verloop in de tijd van de stimulatie en voor de dosis-
werkingsrelatie. Figuur 3 geeft weer de DNA-synthese in ongezui­
verde lymfocyten, gemeten als H-TdR-inbouw, op verschillende da­
gen na toevoeging van PHA. "Verse", niet-gezuiverde lymfocyten­
kweken werden voorzien van PHA (1%) en op achtereenvolgende dagen 
gelabeld met 1 pCi Η-thymidine (specifieke activiteit 5 Ci/mmol). 
De maximale PHA-respons van ongezuiverde lymfocyten valt op de 
vijfde dag na toevoeging van PHA. Verschillende onderzoekers vin­
den zeer ongelijke tijdstippen voor de maximale PHA-stimulatie. 
Het door ons gevonden tijdstip waarop maximale DNA-synthese plaats­
vindt, is evenwel goed te verklaren. Immers Penhale et al. (1974) 
en Faguet (1974) die reeds 48 - 72 uur na stimulatie een maximale 
stimulatie verkregen, werkten met aanzienlijk hogere celconcentra­
ties (1,0 - 2,0 χ 10 cellen/ml). In lymfocytenkweken waarin met 
eenzelfde of lagere celdichtheid (2 χ 10 cellen per ml) is ge­
werkt, werd veelal gevonden dat de maximale PHA-stimulatie op een 
later tijdstip ligt (Levinson et al., 1974; Yam et al., 1967; 
Yamamura, 1973; Blomgren, 1976). 
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DNA synthesis 
(cpm) 
10 5 -
5x104 
2 ' 4 ' 6 ' 8 ' 10 
days after stimulation 
Figuur 3: DMA-synthese op νκιs chi 1 1 en ce tijdstippen па PHA-stimu-
1 a t i G van ongezuiverd г lymfocyter, [2 χ 1С cellen per 
cultuur). De DNA-syntheop werd gemeten naar de inbouw 
3 
van h-thynidine. 
Vervolgens hebben wij onderzocht welke invloed de PHA-con-
centratie heeft op de DNA-synthese van ongezuiverde lymfocyten. 
Ongezuiverde lymfocyten werden in kweek gebracht met verschillen­
de concentraties PHA en na vier dagen voorzien van 1 yCi H-thy-
midine (specifieke activiteit: 5 Ci/mmol). Vierentwintig uur la­
ter werden de culturen beëindigd. Figuur 4 geeft het resultaat 
weer van een experiment waarin ook het effect van een in vitro 
infectie met poliovirus op de stimulatie met verschillende hoe-
veelheden PHA bestudeerd werd. De optimale PHA-concentratie be-
draagt 1%. Concentraties van 0,5% en 5% geven een significant la-
gere inbouw van H-TdR te zien (0,5%: Ρ <0,01; 5%: Ρ <0,02). In 
volgende experimenten werd steeds met 1% PHA gewerkt, daar ook 
bij het gebruik van andere batches PHA een concentratie van 1% 
steeds een maximale of bijna maximale stimulatie gaf. Bovendien 
blijkt uit Figuur 4, dat de remming van de PHA-stimulatie door 
poliovirus samenhangt met de PHA-concentratie en bij hoge en lage 
concentraties PHA niet waargenomen wordt. Mogelijk zijn interac-
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F i g ^ r 4: D o s i s - r e s p o r s c L r v e n van de P H A - S L i n u l a t i e van o n g e z u i ­
verde lynfocyten met en z o ^ d e ^ p o l i o v i r u s . r)s PI A sti-
3 
nulatie werd gpmcten al-, ce inbouw van H - Ï i y m i d i n e , 
welke ν:si dagen na het begin var dp kweek werd tonge-
voegd. (/lurent wintig uur 1 a t e ^  werden de k w e k e " be-
eindι g d. 
ties tussen PHA en poliovirus als antigeen, zoals die beschreven 
zi]n tussen mitogenen en antigenen (Möller, 1969) hierbij van be-
tekenis . 
3.5. DOSIS-RESPONSCURVEN VOOR DL STIMULATIE MET Prf4 FN PPD 
Zoals dat bi] de stimulatie met PHA het geval is, wordt ook 
bi} activering van lymfocyten met PWM of met PPD een optimale con-
centratie gevonden (Naspitz en Richter, 1968; Mellstedt, 1975). 
Wij hebben m een kweek met 2 χ 10 ongezuiverde lymfocyten per 
buis het verband tussen dosis en respons onderzocht voor de PWM-
en voor de PPD-stimulatie, zowel met als zonder poliovirus-mfec-
tie. In de Figuren 5 en 6 zijn de resultaten van deze experimen-
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χ—χ poliovirus 
α - • + poliovirus 
cpm 
IO4 
5x10 3 
ί 2 ' ' έ' "ib 20 'во 
j jgr/ml PWM 
Figuur 5: Dosis-responscrven van de РШ-st inu latie van ongezui­
verde lymfocyten тсс en zonder poliovirus. De PWM-stirru-
Э 
latie werJ gemetpn naar de inbouw van "Η-thymidine, wel­
ke vier dagen na het begin van de ^woek werd tcegevcegd. 
Vierentwintig uLГ later werden de kweken beëindigd. 
ten weergegeven. Ongezuiverde lymfocyten werden in kweek gebracht 
met verschillende concentraties PWM of PPD en na 4, respectieve-
lijk 6 dagen gelabeld met 1 pCi Η-thymidine. De optimale dosis 
PWM bedroeg 5 ygr/ml. 
Evenals bij de stimulatie met PHA, blijkt enting met polio­
virus een verminderde respons van lymfocyten op PWM tot gevolg te 
hebben. De virale remming van de PWM-stimulatie van ongezuiverde 
lymfocyten is eerder beschreven voor rubellavirus (Oison et al., 
1968). In onze experimenten hebben wij gevonden, dat de remming 
van de PPD-respons meestal groter is dan die van de respons van 
lymfocyten op mitogenen, zoals in Hoofdstuk 4 nader zal worden 
aangegeven. Remming van de PPD-stimulatie door poliovirus is 
reeds eerder beschreven (Willems en Vondrovicova, 1970) en bleek 
aanmerkelijk groter te zijn dan de remming van met PHA gestimu­
leerde kweken (vgl. Figuur 4 en Figuur 6). Hoewel in de dosis-
responscurve voor de PPD-stimulatie geen maximum vastgesteld werd, 
χ χ - poliovirus 
• — • •poliovirus 
„.o o
v 
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c p m 
IO 4 
5 x 1 0 J 
χ χ - poliovirus 
D- - О · POllOViruS 
I 1 — ι — ' I I ' ' π 1 1—ι Ι ι I I I I 
01 0.2 0.5 10 2 0 5 0 100 
jugr/ml PPD 
Figuur 6: Dosis-rcsponscurven van de PPD-stimulatie van ongezui­
verde lymfocyten met en zorder poliovirus. De PPD-bti-
3 
nulatie werd gerreten naar de írbouw van H-lhymidire, 
welke /чз dagen na hat begin ver de kweeK werd toege­
voegd. Vierentwintig uur later werden ce * w в ^  G η be­
ëindigd. 
is uit practische overwegingen toch besloten een concentratie 
van 2 ugr/ml te gebruiken voor de stimulatie met PPD. 
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H O O F D S T U K 4 
ONDERZOEK NAAR DE REMMING DOOR POLIOVIRUS 
VAN DE STIMULATIE VAN LYMFOCYTEN 
4.1. It'LEI DING 
Zoals uit eerder onderzoek (Willems et al., 1969b, c; Soon-
tiëns en Van der Veen, 1973) is gebleken en bevestiging vond in 
experimenten die in het vorige hoofdstuk zijn beschreven, leidt 
een гп vvtro infectie van ongezuiverde lymfocyten met poliovirus 
tot een verminderde reactie van deze cellen op PHA. Over het ef­
fect van poliovirus op stimulatie met andere mitogenen en met an­
tigenen is nog weinig bekend, in het bijzonder wat betreft de ki­
netische aspecten. In dit hoofdstuk wordt daarop nader ingegaan, 
alsmede op de door Soontiëns en Van der Veen (1973) opgestelde 
hypothese met betrekking tot de rol van de macrofaag bij de sti-
mulatie van lymfocyten en bij de remming ervan door poliovirus. 
4.?. NILI-GhYUIVtlRDE LYMFOCYTEN 
4.2.1. Effect van роіъооггиз op de зігтиіаіге van о дегиъoerde 
lymfocyten 
De stimulatie van lymfocyten door PHA wordt geremd door po­
liovirus. Soontiëns en Van der Veen (1973) vonden een geringere 
remming dan Willems et al. (1969b, c, 1970). Het is mogelijk dat 
dit verschil verband houdt met het tijdstip waarop de DNA-synthe-
se gemeten werd. Het leek daarom van belang het verloop in de 
tijd van de DNA-synthese in gestimuleerde, ongezuiverde lymfocy-
ten te vergelijken met dat van de DNA-synthese in dergelijke lym-
focyten, die geïnfecteerd waren met poliovirus. 
Kweken werden onmiddellijk na bereiding, zoals beschreven in 
Materiaal en Methoden (2.4.1.) , voorzien van poliovirus (1 PFU/ 
cel) of van controlemedium. Na een adsorptiepenode van 1 uur werd 
РЯЛ toegevoegd en op verschillende dagen werden de kweken gelabeld 
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met 1 yCi Η-thymidine. De resultaten van vijf experimenten zijn 
samengevoegd in Figuur 7, waarbij de gemiddelden zijn verkregen 
nadat de maximale DNA-synthese per experiment - gemiddeld ter 
4 
waarde van 9,4 χ 10 cpm - op 100% werd gesteld. Uit deze Figuur 
DNA synthesis (°/o)-
100-
5 0 
χ χ - poliovirus 
G 3 + poliovirus 
6 — i 
— ι 1 1 1 1 1— 
2 4 6 8 
days a f t e r st imulat ion 
figuur 7: Verloop in de tijd ν dn ds CNA-syntipse in cult u m van 
5 2 χ 10 met PHA gestimuleerde, un gezuiverde Ivmfocyten 
die \IIP1 en met met Doliovirus gunfprtperd zi]n. De 
gütiiddelden van 5 xp c-imenten /ijn weergegevLr . 
valt af te leiden dat de remming van de DNA-synthese toeneemt tot 
op de 6de dag na stimulatie en daarna wel weer wat afneemt maar 
toch op een hoog niveau blijft. Het kwantitatieve verschil in de 
remming van de DNA-synthese door poliovirus, zoals dat door Soon-
tiëns en Van der Veen (1973), respectievelijk Willems et al. 
(1969b, c, 1970) werd vastgesteld, zou mogelijk zijn oorzaak kun-
nen hebben in de verschillende tijdstippen waarop het effect be-
paald werd. 
Vervolgens hebben wij m vier experimenten het effect van 
poliovirus onderzocht op de stimulatie van ongezuiverde lymfocy-
ten met Pc/'i. De experimenten werden op dezelfde wijze uitgevoerd 
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DNA synthesis С/«) 
' χ—^х - poliovirus 
α o^poliovirus 
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\ 
2 4 6 θ 10 
days a f t e r stimulation 
Figuur 6: Verloop in de tijc van de DNA-syπthes в in culturen van 
2 χ 10 net ΡWH gestimuleerde, ongezuiverde lymfocyten, 
die wel en niet тіег pclicvirus geinfectesrc zijn. De ge-
rriddelden van 4 yxoerimenten zijn weergegeven. 
als die met door PHA gestimuleerde lymfocyten. De resultaten zijn 
samengevoegd in Figuur 8. De gemiddelde maximale inbouw van H-
4 
TdR was equivalent aan 3 χ 10 cpm. Evenals bi] de PHA-stimulatie 
neemt de remming van de DNA-synthese toe met de incubatietijd en 
wel tot en met de 6de dag. Het is opmerkelijk dat de DNA-synthese 
van met PWM gestimuleerde, niet-geinfecteerde, ongezuiverde lym­
focyten in ieder afzonderlijk experiment twee pieken toonde, na­
melijk op dag 6 en op dag 8. De verschillen der gemiddelden met 
dat van dag 7 zijn beide significant (dag 6: Ρ <0.02; dag 8: 
Ρ <0.05). Het is mogelijk dat dit verschijnsel het gevolg is van 
de stimulatie van subpopulaties van lymfocyten. Mellstedt (1975) 
heeft gewezen op het verschil in dosis-werkingsrelatie tussen T'­
en B-cellen voor wat betreft de stimulatie met PWM. Andere au­
teurs vonden verschillende tijd-responscurven voor Τ-, respec­
tievelijk B-lymfocyten bij stimulatie met mitogenen (Boldt et 
al., 1975; Epstein et al., 1974). In volgende proeven met PWM 
hebben wij de stimulatie slechts op één dag bepaald, en wel op 
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de zesde dag na toevoeging van PWM. 
De stimulatie van lymfocyten met gezuiverde tuberculine 
(PPD) berust op een anamnestische reactie. Derhalve kan bi] on-
derzoek naar het effect van tuberculine alleen gebruik gemaakt 
worden van lymfocyten van donoren met een positieve huidreactie 
volgens Mantoux. Aangezien slechts enkele van onze donoren een 
positieve tuberculinereactie hadden, moest het aantal experimen-
ten worden beperkt. In Figuur 9 is het verloop in de tijd van de 
DNA synthesis 
(cpm x l O 3 ) 
10 
-x - poliovirus 
• D • poliovirus 
/ 
4 6 8 
days a f t e r s t imulat ion 
Figuur 9: Verloop in de tijd van de incorooratie van 4-thymidire 
in Kweken van 2 x 1 0 ongezuiverdG lymfocyten, die ge-
stimuleerd zijn met PPD er v.el oF niet geïnfecteerd 
zijn met poliovirus. 
inbouw van Η-thymidine m DNA aangegeven van ongezuiverde lymfo­
cyten die gestimuleerd waren met PPD en wel of niet geïnfecteerd 
waren met poliovirus (MOI: 1 PFU/cel). De maximale DNA-synthese 
werd 1 à 2 dagen later bereikt dan die na stimulatie met PHA of 
PWM. Dit is in overeenstemming met de bevindingen van anderen 
(Geha en Merier, 1974; Clot et al., 1975; Chess et al., 1975a, 
b). 
Poliovirus remt de PPD-respons gedurende de gehele periode 
van waarneming. De maximale remming werd op de 7de dag en 8ste dag 
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waargenomen. De DNA-synthese in geïnfecteerde, met PPD gestimu-
leerde lymfocyten ligt nauwelijks hoger dan die in niet-gestimu-
leerde lymfocyten. De PPD-stimulatie wordt dus bijna volledig ge-
remd. Willems en Vondrovicova (1970) vonden eveneens een sterke 
remming door poliovirus van de antigene stimulatie van lymfocyten: 
zij gebruikten geïnactiveerd poliovirus en tetanus-toxoid als an-
tigeen. 
Wij hebben vervolgens onderzoek gedaan naar het effect dat 
een in vitro infectie met poliovirus heeft op de DNA-synthese in 
de gemengde lymfocytenkweek. In tegenstelling tot de stimulatie 
met PPD, welke een anamnestische reactie is, heeft men in de ge-
mengde lymfocytenkweek (t!LC) te maken met een primaire reactie 
van lymfocyten op een lichaamsvreemd antigeen. Uit Figuur 10, die 
de tijd-responscurve voor de gemengde lymfocytenkweek weergeeft, 
blijkt dat ook in deze opstelling poliovirus een duidelijk rem-
mend effect uitoefent op de incorporatie van Η-thymidine. De 
remming wordt pas vanaf dag 5 waargenomen; ze is significant 
(d6: Ρ <0,01; d7: Ρ <0,01; d8: Ρ <0,05). De grootte van de rem-
DNA synthesis 
( c p m χ 1 0 3 ) 
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Figuur 10: Verloop in ds tijd van de incorporatiP van H-thymidine 
in kwekRn van 2 x 1 0 ongezuiverde lymfocyten van ieder 
van twee donoren. De cellen waren al dan niet geinfec-
Leerd met poliovirus. 
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ming is niet rechtstreeks uit Figuur 10 op te maken. Om de rem-
ming te bepalen moet eerst de inbouw van H-TdR in de afzonder-
lijke kweken met ongezuiverde lymfocyten van ieder der beide do-
noren worden bepaald. In andere, vergelijkbare proeven, waarin 
dit gedaan is, werd steeds een remmingspercentage tussen 30 - 60 
gevonden. 
4.2.2. Invloed van de mvltipliciteit van %nfeccie 
Het effect van wijziging in de concentratie poliovirus (uit-
gedrukt als infectieuze eenheden per cel: PFU/cel) op de DNA-syn-
these van gestimuleerde lymfocyten is weergegeven in Tabel 5. On-
gezuiverde lymfocyten werden in kweek gebracht, geïnfecteerd met 
poliovirus m verschillende multipliciteiten en voorzien van PHA, 
PWM, PPD of allogene cellen. Op de dag vóór de te verwachten op-
TABEL 5: Invloed van de multipliciteit van infectie op de inbouw 
3 3 
van Η-thymidine (cpm χ 10 ) door ongezuiverde lymfocyten 
Multipliciteit Stimulatiemethode8 
(PFU/cel) 
PHA PWM PPD MLC 
3 2 4 , 5 + 1 7 , 9 
1 6 2 , 5 + 9 , 2 
1 8 4 , 8 + 1 0 , 3 
2 1 6 , 4 + 9 , 9 
3 1 0 , 8 + 3 7 , 0 
N . G .
r ) 
3 2 3 , 6 + 1 0 , 6 
6 5 , 5 + 5 , 8 
4 7 , 5 + 2 , 3 
4 1 , 7 + 6 , 6 
4 6 , 9 + 5 , 0 
5 9 , 7 + 6 , 2 
N . G . 
5 2 , 5 + 3 , 6 
7 , 9 + 3 , 0 
2 , 7 + 0 , 4 
3 , 4 + 0 , 8 
3 , 0 + 0 , 4 
7 , 3 + 2 , 7 
N . G . 
6 , 3 + 2 , 3 
5 , 4 + 0 , 5 
2 , 4 + 0 , 8 
2 , 5 + 0 , 9 
5 , 6 + 1 , 5 
N . G . 
5 , 9 + 0 , 7 
N . G . 
Aan 2 χ 1С ongezuiverae lyrrfocyten werd 24 „ и r voor besindi-
ging der kweke" 1 yCi H-TdR (spec. act. 2J Ci/nr-nol) toege-
3 
voegd. Weergegeven is de ι η co π J rat J. ρ ven H-TdR met de stan-
3 
daardaf wi j ki ng (cpir χ 1„ ); 
Niet geïnfecteerd met poliovirus; 
N.G.: Niet gedaan. 
63 
b) 
10 
1 
10 
10 
10" 
io" 
-2 
-4 
tímale DNA-synthese (zie 4.2.1.) werden de kweken gelabeld met 1 
цСі H-TdR (spec. act. 23 Ci/mmol); 24 uur later ingevroren. Uit 
-4 
Tabel 5 blijkt dat bi] een multipliciteit van 10 geen signifi­
cante remming van de DNA-synthese na stimulatie met PHA, PWM of 
PPD wordt waargenomen. In de gemengde lymfocytenkweek was dit het 
_2 
geval bij een multipliciteit van 10 PFU/cel. 
4.2.3. Invloed van inaativeving van virus 
Dat de DNA-synthese wel wordt geremd bij hogere aanvangscon-
centraties van virus en niet bij door verdunning bereikte lagere, 
zou veroorzaakt kunnen zijn door een niet-virale, remmende factor 
in het virusinoculum. Een dergelijke inhibitor werd gevonden in 
de bovenstaande vloeistof van niet-geinfecteerde kweken van Vero-
cellen (Sullivan et al., 1975). Teneinde vast te stellen of de 
remming van de DNA-synthese het gevolg was van infectie met polio­
virus dan wel het resultaat was van een of andere remmende factor 
in de bovenstaande vloeistof van de cellen die gebruikt werden 
voor het kweken van poliovirus, hebben wij de respons van onge­
zuiverde lymfocyten op PHA, PWM, PPD of allogene cellen onder­
zocht na toevoeging van geïnactiveerde virussuspensies en van 
kweekvloeistof. Voor infectieus en geïnactiveerd virus werd de-
zelfde verdunning gebruikt. Verdunningen werden gemaakt in groei-
medium. Tabel 6 laat zien dat de DNA-synthese van ongezuiverde 
lymfocyten wel werd geremd door infectieus virus, maar niet door 
virus dat door UV-licht of warmte was geïnactiveerd, en evenmin 
door kweekvloeistof. Het blijkt verder dat gezuiverd virus het-
zelfde effect heeft als ongezuiverd virus. Deze bevindingen plei-
ten tegen de veronderstelling dat de remming niet op infectieus 
poliovirus, maar op een of andere factor in de cellen of het me-
dium berust. 
4.2.4. Invloed van de specifieke activiteit van Η-thymidine op 
de remming door poliovirus 
Opitz et al. (1975a) beschreven dat de bovenstaande vloeistof 
van peritoneale macrofagen, die samen met lymfocyten in kweek ge-
3 
bracht zijn, een factor bevat die de inbouw van H-TdR remt. Deze 
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TABEL 6: Invloed van inocula met mfectieus, respectievelijk geïnactiveerd poliovirus op de 
inbouw van Η-thymidine (cpm χ 10 ) door ongezuiverde lymfocyten 
Inoculum Stimulatiemethode3 
PHA PWM PPD MLC 
e) 42,5 + 9,0 39,7 + 7,8 12,5 + 1,1 49,2 + 7,2 
Ongezuiverde mfectieus virus 2 6 , 0 + 4 , 0 26,6+1,6 1 0 , 0 + 1 , 3 ' 2 9 , 9 + 5 , 8 
Geïnactiveerd virus (UV) 46,7 + 5,5 43,2 + 3,4 14,4 + 1,7 42,6 + 9,1 
Geïnactiveerd virus (2 uur, 56 C) 42,0 + 6,6 41,0 + 6,6 12,5 + 3,5 49,5 + 7,5 
Gezuiverd mfectieus virus 16,4 + 2,7 22,3 + 5,2 N.G. 27,9 + 3,4 
Controlemedium 39,0+7,5 4 0 , 5 + 6 , 2 11,4+2,9 47,7+1,2 
Aan 2 χ 13 ongezuiverde lyrrfccyten wprd 24 uur ьсг oeeirdiging der kwei^en 1 ijLi H-thy-
3 
nidine (spec. act. ?3 Ci/mmol) tnegtivopgd. Wpergegeven is de incorporatie van H-FdR müt 
3 
de standaarddfwij King (cpn χ 10 ); 
Lymfocyten werden geïnfecteerd met poliovirus (1 PFU/cel); de geïnactiveerde ігиыпосиіо 
werden in dezelfde verdunning toegevoegd; 
Ρ <0,G2 S 
N.G.: niet gedaan; 
Niet geïnfecteerd met роііо ігиь. 
b) 
c) 
d) 
e 
σι 
remming kon niet toegeschreven worden aan een cytotoxisch effect 
en beïnvloedde niet de transformatie en proliferatie van lymfocy-
ten. Nader biochemisch onderzoek wees erop dat deze factor thy-
midine is, die vrijkomt als macrofagen in kweek afsterven (Opitz 
et al. , 1975b). Volgens Soontiëns en Van der Veen (1973) is de mo-
nocyt of macrofaag de gastheercel voor poliovirus en vindt rem-
ming van de DNA-synthese in lymfocyten - gemeten als H-TdR in-
bouw - alleen plaats via de macrofaag. Het is mogelijk dat een 
infectie met poliovirus leidt tot het afsterven van macrofagen, 
waarbij thymidine vrijkomt. Dit zou een vermindering van de spe-
cifieke activiteit van de toegevoegde H-thymidme betekenen, met 
verlaging van de H-TdR-incorporatie als gevolg. 
Wij hebben deze mogelijkheid onderzocht door de door virus 
geïnduceerde remming van de PHA-stimulatie te bestuderen met be-
hulp van twee thymidine-preparaten met verschillende specifieke 
activiteit van respectievelijk 1 Ci/mmol en 23 Ci/mmol. Indien 
thymidine vrijkomt uit macrofagen die geïnfecteerd zijn met polio-
virus, en door vermenging de incorporatie van gelabeld thymidine 
vermindert, zou men hiervan een groter effect verwachten bij ge-
bruik van eenzelfde hoeveelheid Η-thymidine met hogere specifieke 
activiteit. Ongezuiverde lymfocyten werden in kweek gebracht, ge­
ïnfecteerd met poliovirus, voorzien van PHA en na 4 dagen incuba-
tie gelabeld met 1 pCi Η-thymidine van verschillende specifieke 
activiteit. Zoals uit Tabel 7 blijkt, verschillen de remmingsper-
centages niet significant. In vijf soortgelijKe experimenten von­
den wij bij een specifieke activiteit van 1 Ci/mmol een gemiddelde 
remming van 24,7% + 11,2% en bij een specifieke activiteit van 23 
Ci/mmol een gemiddelde remming van 31,0% + 5,7%. Van enig verschil 
blijkt dus niets. 
4.6. GEY'JI/hRDiï LYVFOCYIEU 
4.3.1. Effect var· роігооігив op de st-imulat't-e var· gezuiverde lym­
focyten 
In tegenstelling tot de bevindingen met ongezuiverde lymfo­
cyten wordt de DNA-synthese in met PHA gestimuleerde, gezuiverde 
lymfocyten niet geremd door een infectie met poliovirus (Soontiëns 
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TABEL 7: Invloed van de specifieke activiteit van H-thymidine op 
de remming van de PHA-stimulatie 
Specifieke 
activiteit 
Inbouw van H-TdR (cpm χ 10 ) 
Virus ь; 
Remming 
1 Ci/mmol 
23 Ci/mmol 
77,7 + 7,4 
117,5 + 4,8 
51,8 + 4,1 
83,4 + 17,4 
33,4% + 6,0% 
29,0% + 7,5% 
Aan 2 χ 10 orgs7uiverae lyrrfocytsn werd 2¿ LLF voor beeindi-
3 
ging der kweken 1 yCi H-thyrrudine toegevoegd. Weergegeven is 
3 3 
de inbouw van H-TdR met de standaardafwijking (cpm χ 10 ); b) De kweken eerden geïnfecteerd mez poliovirus (1 P-J/оэІ) 
en Van der Veen, 1973). Wij hebben deze bevindingen nader getoetst 
voor de stimulatie met PPD, PWM en allogene cellen. Ter controle 
werd ook het effect op de PHA-stimulatie daarbij betrokken. Ge­
zuiverde en ongezuiverde lymfocyten werden in kweek gebracht, zo­
als beschreven in Materiaal en Methoden, vervolgens geïnfecteerd 
met poliovirus en na een korte adsorptieperiode voorzien van mi-
togenen of antigenen. Vierentwintig uur voor beëindiging der kwe-
3 
ken werd 1 yCi Η-thymidine toegevoegd. Tabel 8 laat de resulta­
ten van een dergelijk experiment zien. Deze resultaten maken dui­
delijk dat bij de zuivering van lymfocyten een populatie cellen 
verdwijnt die niet alleen verantwoordelijk is voor een optimale 
inbouw van H-TdR, maar ook noodzakelijk is voor de door poliovi­
rus geïnduceerde remming van de respons van lymfocyten op stimu-
latie. 
4.3.2. Synergie tiissen lymfocyten en ntacrofagen 
Uit Tabel 8 bleek dat in kweken van gezuiverde lymfocyten de 
stimulatie sub-optimaal verloopt. Andere auteurs (overzicht: 
Oppenheim en Rosenstreich, 1976) hebben eveneens aangetoond dat 
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TABEL 8: Inbouw van Η-thymidine (cpm χ 10 ) in gezuiverde en on­
gezuiverde lymfocyten, die wel en niet geïnfecteerd zijn 
met poliovirus 
Stimulatie- Virus Ongezuiverde Gezuiverde 
methode lymfocyten lymfocyten 
PHA - 142,4 + 22,3 97,1 + 0,5 
+ 86,3 + 10,8 91,9 + 16,9 
PWM - 2 1 , 4 + 1 , 8 4 , 3 + 1 , 9 
+ 13,7 + 2,3 3,0 + 1,2 
PPD - 4 , 5 + 1 , 9 2 , 3 + 0 , 9 
+ 2,6 0,8 2,9 + 1,9 
MLC - 1 1 , 1 + 2 , 1 5 , 5 + 1 , 7 
+ 3,1 + 0,6 5,2 + 1,1 
Aan 2 χ 10 cellen werd 24 uur ээг beeinciging der Kweken 
3 
1 pCi H-thymidinp (spec. act. 23 Ci/mmol) toegevoegd. Weerge-
3 
geven is de incorporatie van H-TdR met de standaardafwijking 
3 (cpm χ 13 ) ; 
Ce cellen werden al dan niet geïnfecteerd met poliovirus 
(1 PFU/cel). 
macrofagen onmisbaar zijn voor een optimale stimulatie van lymfo-
cyten. Ook voor de remming van de stimulatie door poliovirus zou-
den macrofagen vereist zijn (Soontiëns en Van der Veen, 1973). 
Wij hebben een nader onderzoek gedaan naar de rol van macro-
fagen. Hierbij hebben wij gebruik gemaakt van zogenaamde recombi-
natiekweken. Aan verschillende hoeveelheden monocyten/macrofagen 
werden steeds 2 χ 10 gezuiverde lymfocyten van dezelfde donor 
toegevoegd, zoals beschreven in Materiaal en Methoden. De kweken 
werden wel of niet geïnfecteerd door poliovirus. Na enting en ad-
sorptie van poliovirus (MOI: 1 PFU/cel) werden de kweken voorzien 
van mitogenen of antigenen. Vierentwintig uur voor beëindiging 
3 
der kweken werd 1 ν Η-thymidine (spec. act. 23 Ci/mmol) toege-
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Figuur 11: Invloer van het aantdl macrofagen in ce kweek op de 
DNA-syгtте se van 2 χ IG mnt PHA gestimuleerde lymfo-
cyten. Ile кеі en niet geïnfecteerd ¿ijn rret poliovi-
rus. De gemiddelden van 4 proeven zijn weergegeven. 
voegd. In Figuur 11 zijn de resultaten samengevat van vier expe-
rimenten, waarin lymfocyten gestimuleerd werden met PHA. De maxi-
male DNA-synthese werd m iedere proef op 100% gesteld. Daarna 
werden de resultaten van de afzonderli^Ke proeven gecombineerd. 
De DNA-synthese is duidelijk afhankelijk van het aantal macrofa-
gen en bereikt een maximale waarde bij de aanwezigheid van 5 χ 
4 4 
10 - 7 χ 10 macrofagen. 
De H-thymidine-incorporatie in controlekweken - recombina-
tiekweken zonder PHA, en kweken met alleen macrofagen en PHA -
bedroeg niet meer dan 5% van de maximale DNA-synthese. De ver­
hoogde H-thymidine-mbouw in gerecombineerde culturen in verge­
lijking met gezuiverde kweken is dus het gevolg van synergie tus­
sen macrofagen en lymfocyten. 
Sommige auteurs (Levis en Robbins, 1970; Gery en Waksman, 
1972; Lohrman et al., 1974) vonden dezelfde resultaten. In andere 
studies werd echter geen effect van macrofagen op de PHA-stimula-
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tie van lymfocyten waargenomen (Oppenheim et al., 1968; Greaves 
et al., 1974; Waldron el al., 1973) of juist een remmende werking 
(Folch et al., 1973; Yoshinaga et al., 1973; Kasahara el al., 
1976). Deze tegenstrijdigheden omtrent de functie van macrofagen 
bij de respons van lymfocyten op stimulatie met mitogenen zou het 
gevolg kunnen zijn van een verschil in contaminatie van gezuiver­
de lymfocyten met monocyten, zoals reeds eerder door Alter en 
Bach (1970) verondersteld werd. Zoals blijkt uit Figuur 11 zou 
toevoeging van monocyten/macrofagen zowel een verhoging als een 
3 
remming van de H-TdR-incorporatie tot gevolg kunnen hebben, af­
hankelijk van het aantal toegevoegde cellen en de zuiverheid van 
de lymfосуtenkweken. 
Uit Figuur 11 blijkt verder dat de door poliovirus geïndu-
ceerde remming eveneens samenhangt met het aantal macrofagen in 
kweek. De DNA-synthese in met PHA gestimuleerde kweken die met 
poliovirus geïnfecteerd zijn, neemt aanvankelijk op dezelfde wij-
ze toe als de DNA-synthese in niet-geinfecteerde kweken. Wanneer 
4 
meer dan 2 χ 10 monocyten of macrofagen zijn toegevoegd, wordt 
echter een sub-optimaal effect verkregen. 
Soortgelijke experimenten zijn uitgevoerd om de invloed van 
macrofagen na te gaan op de stimulatie van lymfocyten door T'rlM, 
dat zowel T- als B-cellen kan stimuleren (Greaves et al., 1974a). 
Figuur 12 laat het resultaat van vier proeven zien. Hoewel bij 
toevoeging van 10 monocyten/macrofagen wellicht nog geen optimum 
bereikt is, hebben wij de resultaten wederom samengevat door de 
5 
DNA-synthese in recombinatiekweken met 10 macrofagen op 100% te 
stellen. Ook PWM-stimulatie blijkt door toevoeging van macrofagen 
verhoogd te worden, zoals reeds eerder gevonden was (Lohrman et 
al., 1974). In vergelijking met de PHA-stimulatie is voor een 
maximale DNA-synthese een veel groter aantal macrofagen nodig 
(ten minste 10 per kweek). 
Een ander opmerkelijk verschil met de PHA-stimulatie betreft 
de DNA-synthese in gezuiverde lymfocyten waaraan slechts zeer wei­
nig macrofagen zijn toegevoegd. De H-thymidine-incorporatie in 
deze kweken is ongeveer 25%, terwijl deze in met PHA gestimuleer­
de kweken minder dan 5% bedroeg. Ook Lohrman et al. (1974) hebben 
een dergelijk verschil beschreven. Het is mogelijk dat de naar 
verhouding hogere incorporatie in kweken met PWM is terug te voe-
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ren tot de omstandigheid dat de maximale DNA-synthese onder in­
vloed van PWM niet werd bereikt. Aan de andere kant is het ook 
denkbaar dat het verschijnsel berust op stimulering van B-cellen. 
De stimulatie van deze cellen door mitogenen is mogelijk niet af­
hankelijk van macrofagen (Rosenstreich en Oppenheim, 1976b). Even­
als m met PHA gestimuleerde recombinatiekweken heeft poliovirus 
geen significant effect op de PWM-stimulatie van lymfocyten die 
slechts van zeer weinig macrofagen voorzien zijn. Toevoeging van 
meer macrofagen doet ook de virale remming van de DNA-synthese 
4 
toenemen tot ongeveer bij 4 χ 10 toegevoegde macrofagen een pla­
teau in de remming (40%) bereikt wordt. 
Bi] de synergie tussen macrofagen en met mitogenen gestimu­
leerde lymfocyten is het aanbieden van het mitogeen door de ma-
crofaag waarschijnlijk niet belangrijk; zowel T- als B-cellen be­
zitten receptoren voor phytomitogenen (Boldt et al., 1975). Er 
zijn aanwijzingen dat de synergie onder deze omstandigheden be-
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rust op een oplosbare factor (Gery en Waksman, 1972) . Daarentegen 
zijn macrofagen wel van betekenis voor de stimulatie van lymfocy-
ten door antigenen door middel van het aanbieden en het verwerken 
tot een sterk immunogeen van het door de macrofaag gebonden anti-
geen (Cline en Swett, 1968; Hersch en Harris, 1968). Dit blijkt 
onder meer uit de omstandigheid dat voor stimulatie door antige-
nen histocompatibele lymfocyten en macrofagen nodig zijn (Rosen-
thal en Svehach, 1973) . 
Het leek ons van belang te onderzoeken welke invloed polio-
virus heeft op de van de macrofaag afhankelijke stimulatie van 
lymfocyten door PPD. Wederom werden recombinatiekweken gemaakt, 
geïnfecteerd met poliovirus (1 PFU/cel) en voorzien van PPD (2 
ug/ml). Na zeven dagen werd 1 pCi Η-thymidine (spec. act. 23 Ci/ 
mmol) toegevoegd. In Figuur 13 zijn drie experimenten samengevat, 
zoals eerder beschreven bij de PHA-stimulatie in gerecombineerde 
kweken. Ook voor de stimulatie met PPD vinden wij een dosis­
respons relatie tussen de DNA-synthese en het aantal macrofagen 
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in de kweek. Het aantal macrofagen dat nodig is voor een maximale 
DNA-synthese ligt echter aanzienlijk lager dan in het geval van 
een stimulatie met mitogenen. 
Poliovirus heeft geen effect in kweken met weinig (<5000 per 
kweek) of geen macrofagen, maar veroorzaakt een bijna volledige 
remming in kweken met grotere aantallen macrofagen. Dergelijke 
hoge remmingspercentages werden ook door Willems en Vondrovicova 
(1970) gevonden bij de stimulatie van ongezuiverde lymfocyten 
door antigenen. Ook rubellavirus remt de stimulatie door antige­
nen sterker dan die door mitogenen (Olson et al., 1968). 
Alter en Bach (1970) hebben aangetoond dat de respons van 
lymfocyten op allogene lymfocyten (MLC) eveneens berust op de aan­
wezigheid van macrofagen. Deze produceren waarschijnlijk een op­
losbare factor die T-cellen activeert. Het leek van belang een on­
derzoek te doen naar het effect van poliovirus op de synergie tus­
sen macrofagen en lymfocyten in de gemengde lymfосуtenkweek. Daar­
toe hebben wij soortgelijke experimenten uitgevoerd als bij de 
hierboven beschreven door PPD gestimuleerde recombinatiekweken. 
In Figuur 14 is het resultaat samengevat van drie van deze proe­
ven. 
Een maximale H-TdR-incorporatie wordt gevonden wanneer 2 χ 
10 gezuiverde lymfocyten van elke donor in kweek gebracht worden 
4 
met 10 macrofagen. Deze optimale verhouding lymfocyten/macrofa-
gen werd eveneens gevonden door anderen (Rode en Gordon, 1974). 
De door virus geïnduceerde remming van de DNA-synthese verandert 
weinig in aanwezigheid van een groter aantal macrofagen en vari-
eert tussen 30 en 50%. In tegenstelling tot de proeven met PPD 
vinden wij ook bij een gering aantal macrofagen (3000 cellen/ 
kweek) nog een remming van de H-TdR-incorporatie door poliovi-
rus. In de gemengde lymfocytenkweek komen uitsluitend T-cellen 
tot proliferatie (Clot et al., 1975). Het blijkt dus dat poliovi-
rus in staat is de DNA-synthese in T-cellen die geactiveerd zijn 
in de gemengde lymfocytenkweek, te remmen. 
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Figuur 14: I-vloed van hot aantal racrofagen cp de DNA-synlhsbC 
in de gemengde lymfосуtenkweek. De cellen (2 χ 10 lym-
focyten van elke donor per ouis) werdpn al dan niet ge-
in-ecteerd net ooliovirus. De gerriddeidpn var 3 experi­
menten 7 ij η weergegeven. 
4.3.3. Invloed van poliovirus op de PFlA-stimulabie in aanwezigheid 
van 2-mercaptoethanol 
Het is bekend dat sommige synthetische verbindingen zoals 2-
mercaptoethanol (2-ME), de functie van de oplosbare factoren af­
komstig van macrofagen kunnen vervangen bij de stimulatie van ge­
zuiverde lymfocyten (Ellner et al., 1976; Oppenheim en Rosen-
streich, 1976). Om meer informatie te verkrijgen over de beteke­
nis van macrofagen voor de virale remming van de DNA-synthese, 
hebben wij proeven uitgevoerd waarbij macrofagen vervangen werden 
door 2-mercaptoethanol. Gezuiverde lymfocyten (1,5% monocyten) 
werden in kweek gebracht, geïnfecteerd met poliovirus (MOI: 1 PFU/ 
cel) en na een adsorptieperiode van 2 uur voorzien van PHA (1%) en 
verschillende hoeveelheden 2-ME. Tabel 9 laat het resultaat van 
een dergelijk experiment zien. Een concentratie van 2 χ 10 M 2-
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TABEL 9: Invloed van 2-inercaptoethanol op de inbouw van H-TdR 
(cpm χ 10 ) na stimulatie van gezuiverde lymfocyten 
door PHA 
3 a1 Inbouw van H-TdR ' 
2-ME Virus b ) Verschil 
(molair) - + (t-toets) 
114,1 + 24,9 109,5 + 31,0 n.s. c ) 
10~7M 133,3 + 31,4 102,8 + 14,7 n.s. 
10~6M 164,6 + 25,5 145,0 + 33,4 n.s. 
5 χ 10~6M 190,2 + 19,8 185,6 + 20,4 n.s. 
2 χ 10~5M 260,0 + 24,3 253,7 + 1,9 n.s. 
10 - 4M 11,2 + 3,6 9,9 + 4,5 n.s. 
a ) 'j 
Aan 2 χ 1Û gezuiverde lymfocyten werd 24 uur voor beëindiging 
3 
der Kweken 1 pCi H-TdR [spec. act. 73 Ci/mnol) -„cegevoegc. 
3 
Weergegevon is ce iicorpcratife van H - dR met de s^andaardaf-
3 
wij King (cpm χ 10 ) ; 
b ) 
Lynfooyten werden al dan niet geinfec-eerc met poliovirus 
o] 
;i PFU/cei;; 
N.S.: niet bignificant. 
mercaptoethanol leidt tot maximale DNA-synthese. Bij geen enkele 
concentratie 2-ME werd in geïnfecteerde kweken een significante 
remming van de DNA-synthese gevonden. Voor de zeer lage incorpo-
3 -4 
ratie van Η-thymidine in kweken met 10 M 2-ME kon geen verkla­
ring gevonden worden. Mogelijk is er sprake van een toxisch ef­
fect. De resultaten van deze proeven wijzen erop dat maximale 
stimulering van lymfocyten op zich onvoldoende is om de remmende 
werking van poliovirus tot uiting te doen komen. Dit is in over­
eenstemming met de hypothese dat het effect van poliovirus via 
macrofagen tot stand komt. 
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4.3.4. Interactie tussen humane lymfooyten, xenogene maorofagen 
en vi vus 
Hoewel de remming van de DNA-synthese door poliovirus bij de 
synergie tussen lymfocyten en macrofagen tot stand lijkt te komen 
via een effect van het virus op de macrofaag, zoals geopperd door 
Soontiëns en Van der Veen (1973), mag niet uitgesloten worden dat 
deze remming het gevolg is van een abortieve infectie van zich 
transformerende lymfocyten (Willems en Rawls, 1969c). Immers, ook 
de transformatie is afhankelijk van het aantal macrofagen. Bij de 
stimulatie van lymfocyten door mitogenen of allogene cellen kan 
de functie van syngene macrofagen worden overgenomen door allo-
gene of xenogene macrofagen (McCombs et al., 1976; Lipsky et al., 
1976; Schmidtke en Hatfield, 1976). 
Wij hebben hiervan gebruik gemaakt bij de bestudering van de 
betekenis van de macrofaag voor de remming door virus van de sti-
mulatie. Het door ons ontwikkelde systeem bestaat uit gecombi-
neerde kweken van gezuiverde, humane lymfocyten en xenogene 
(muize-) macrofagen. De kweken werden geïnfecteerd met poliovirus 
of muizehepatitisvirus. Muizemacrofagen zijn ongevoelig voor po-
liovirus maar gevoelig voor muizehepatitisvirus (Heessen, 1975). 
Als wij uitgaan van de hypothese (Soontiëns en Van der Veen, 
1973), dat de remming van de stimulatie van lymfocyten door virus 
berust op infectie van macrofagen, ten gevolge waarvan de "hel-
per "-functie van de macrofaag wordt uitgeschakeld, zal in dit 
speciale systeem poliovirus geen effect mogen uitoefenen, muize-
hepatitisvirus wel. 
Macrofagen werden verkregen uit de peritoneale holte van 8 -
10 weken oude vrouwelijke СЗН/HeJ muizen 3 dagen nadat deze intra-
peritoneaal waren ingespoten met l,b ml van een 10% proteose-pep-
tonoplossing. Kweken van muizemacrofagen werden verkregen door pe­
ritoneale cellen te laten hechten in buizen. Na goed wassen werden 
aan deze macrofagen 2 χ 10 gezuiverde, humane, perifere lymfocy­
ten toegevoegd, waarna deze kweken voorzien werden van poliovirus 
(MOI: 1 PFU/cel), muizehepatitisvirus (MHV-3, MOI: IO 3 , 5 TCID / 
cultuur) of controlemedium. Na een korte adsorptieperiode werden 
de kweken voorzien van PHA in een concentratie van 1%. Vier dagen 
3 
later werden de culturen gelabeld met 1 uCi Η-thymidine en na 24 
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uur incubatie ingevroren. Ter controle werden soortgelijke cultu­
ren uitgevoerd met humane macrofagen in plaats van xenogene macro-
fagen. De resultaten van een dergelijk experiment zijn weergegeven 
in de Figuren 15 en 16. In Figuur 15 is weergegeven de inbouw van 
DNA s y n t h e s i s 
(cpm) 
5 x 1 0 
x^—χ -v i rus 
α <:+ poliovirus 
Δ й + м н -Э 
I O 4 4 x 1 0 4 7 x 1 0 4 
number of macrophages С з Н / H e J 
Figuur 15: DNA-syrth8se ir kwokpn van 2 χ IO humane lymfocyten, 
die in kweek gebracht zijn met verschillende aantallen 
muizemacrofagen [С H/HeJ]. De cellen werden gestimu­
leerd met PHA en al dan niet geïnfecteerd met poliovi-
rus [ИОІ: 1 PFU/cel] c.q. met muizehepatitis vi rus (MOI; 
3, 5 
10 TCID /cei: 
H-TdR in gecombineerde kweken van met PHA gestimuleerde humane 
lymfocyten en verschillende aantallen muizemacrofagen, en wel voor 
niet-geinfecteerda, met poliovirus geïnfecteerde en met muizehepa-
titisvirus geïnfecteerde kweken. In de eerste plaats blijkt het 
dat muizemacrofagen inderdaad in staat zijn de stimulatie van hu-
mane lymfocyten door PHA aanzienlijk te verhogen. Verder laat de 
Figuur zien dat muizehepatitisvirus de DNA-synthese in humane lym-
focyten remt, terwijl poliovirus geen effect heeft. Muizehepati-
tisvirus heeft in dit systeem dus hetzelfde effect als poliovirus 
in een systeem met humane macrofagen (zie Figuur 11). Ter verge-
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voorzien van PHA. 
lijking zijn in Figuur 16 de resultaten weergegeven van soortge­
lijke proeven waarbij humane macrofagen in plaats van muizemacro-
fagen werden gebruikt. In tegenstelling tot wat in Figuur 15 wordt 
weergegeven, remt poliovirus nu wel de DNA-synthese in met PHA ge­
stimuleerde lymfocyten, terwijl muizehepatitisvirus geen effect 
heeft. De DNA-synthese in culturen van uitsluitend muizemacrofagen 
met PHA bedroeg niet meer dan 5% van die in de met PHA gestimu­
leerde gecombineerde kweken. Deze experimenten bevestigen de hier­
boven genoemde hypothese dat de remming van de stimulatie van lym­
focyten het gevolg is van infectie door poliovirus van de macro-
faag, waardoor deze niet meer in staat is optimaal te functione­
ren bij de stimulatie van lymfocyten. 
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H O O F D S T U K 5 
VERMENIGVULDIGING VAN POLIOVIRUS IN LYMFOCYTEN EN MACROFAGEN 
5.1. Iti LEIDING 
Poliovirus is in staat zich te vermenigvuldigen in kweken 
van humane perifere ongezuiverde lymfocyten, zowel gestimuleerde 
als niet-gestimuleerde (Gresser en Chany, 1964; Willems et al., 
1969a, 1970; Soontiëns en Van der Veen, 1973). Er bestaat echter 
geen overeenstemming over de gevoeligheid van verschillende typen 
cellen die in de kweek aanwezig zijn. Terwijl in de proeven van 
Gresser en Chany (1964) en Soontiëns en Van der Veen (1973) de 
macrofaag de voor virus gevoelige cel lijkt te zijn, menen Willems 
et al. (1969a, 1970) dat ook in gestimuleerde lymfocyten (lymfo-
blasten) virusvermenigvuldiging mogelijk is. Wij hebben derhalve 
nader onderzoek gedaan naar de betekenis van lymfocyten en macro-
fagen voor de replicatie van poliovirus. Hierbij werd aandacht 
geschonken aan de invloed van stimulatie door verschillende mito-
genen op de virusvermenigvuldiging. 
5.2. REPLICATIE VAN POLIOVIRUS IN ONGEZUIVERDE LYMFOCYTEN 
Het onderzoek betrof de vermenigvuldiging van poliovirus in 
kweken van ongezuiverde lymfocyten die wel of niet waren gestimu-
leerd. Ongezuiverde lymfocyten werden in kweek gebracht en geïn-
fecteerd met poliovirus (multipliciteit van infectie (MOI): 1 PFU/ 
cel). Na 18 uur incubatie bij 36 С werd het niet-geadsorbeerde vi­
rus zoveel mogelijk verwijderd door de kweken driemaal met Hanks ' 
BSS pH 7,2 te wassen en werd vers medium met PHA of PWM toege­
voegd. Op verschillende dagen na infectie werd de virusopbrengst 
bepaald. In Figuur 17 zijn de resultaten van een aantal proeven 
samengevat. De in deze Figuur weergegeven waarden stellen de ge­
middelden voor van de virusopbrengsten die dagelijks bepaald wer­
den. Poliovirus blijkt zich goed te kunnen vermenigvuldigen in 
ongezuiverde, niet-gestimuleerde lymfocyten (n = 10), zoals ook 
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Figuur 17: Vermenigvu 1 digings cu гven voor poliovirus in ongezuiver­
de lymfocyten (2 χ 10 cellen per buis). De Kweken wer­
den па aereicing Leent met polioviruo (1 PFU/cel). Het 
met-geadsorbserde ігьз werd na 18 uur door driemaal 
wassen verwijderd en aar de kweken werd 1 nl vers medi­
um toegevoegd dat eventueel voorzien was van PHA of 
PWM. 
reeds eerder beschreven was (Gresser en Chany, 1964; Soontiëns en 
Van der Veen, 1973). De gemiddelde virusopbrengst per cel op de 
dag dat de maximale virustiter bereikt werd, is ongeveer even hoog 
als die in het door Soontiëns en Van der Veen (1973) beschreven 
onderzoek. In ons onderzoek werd echter het maximum bereikt op de 
zesde dag na infectie, in het eerdere onderzoek op de vierde dag. 
De laatste bevinding moet worden toegeschreven aan de hogere cel-
dichtheid in de culturen (zie 3.3.) . Zowel in ons onderzoek als 
in dat van Soontiëns en Van der Veen was er gedurende de eerste 
5 dagen na infectie geen invloed te zien van stimulatie door PHA 
(n = 7) op de replicatie van poliovirus. In het eerdere onderzoek 
werden de proeven op de vijfde dag beëindigd, maar bij voortzet-
ting van de waarnemingen blijkt nu dat stimulatie van lymfocyten 
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met PHA wel een grotere virusproductie op de zesde tot de tiende 
dag na infectie tot gevolg heeft (P <0,01 vlg. Wilcoxon). Wij wil-
len er de aandacht op vestigen dat in ons onderzoek de virusver-
menigvuldiging gedurende langere tijd werd geanalyseerd dan in on-
derzoekingen van anderen (Willems et al., 1969a; Soontiëns en Van 
der Veen, 1973) en dat bovendien de initiële celdichtheid lager 
was. Beide factoren zijn van betekenis voor de kinetiek van de 
virusreplicatie, respectievelijk virusinactivering. 
Stimulatie met PWM (n = 4) blijkt naast die met PHA ook te 
leiden tot een vergrote virusproductie. Deze toeneming is op de 
6de tot en met de 10de dag na infectie significant t.o.v. de vi-
rusproductie in niet-gestimuleerde lymfocyten (P <0,01), op de 
zevende en achtste dag na infectie ook ten aanzien van de repli-
catie in met PHA gestimuleerde lymfocyten (P <0,05). Hieruit mo-
gen wij concluderen dat niet alleen de macrofaag in staat is tot 
replicatie van poliovirus maar dat gestimuleerde lymfocyten ver-
moedelijk eveneens in staat zijn poliovirus te vermenigvuldigen. 
Het is opmerkelijk dat PWM-stimulatie aanleiding geeft tot een ho-
gere virusproductie dan PHA-stimulatie, terwijl in met PHA gesti-
muleerde kweken daarentegen juist een hogere DNA-synthese (zie 
4.2.) en een groter aantal getransformeerde cellen worden aange-
troffen (Greaves et al., 1974b; Ling en Kay, 1975). Mogelijk is 
hierbij van betekenis dat PHA en PWM verschillende subpopulaties 
van lymfocyten stimuleren. 
Bij deze proeven moet opgemerkt worden dat er aanzienlijke 
verschillen waren in de virusproductie tussen verschillende kwe-
ken, in het bijzonder voor wat betreft de vermenigvuldiging in 
niet-gestimuleerde kweken. De maximale virustiter in niet-gesti-
muleerde kweken varieerde van 9 χ 10 tot 5,8 χ 10 PFU/ml. Er 
waren geen aanwijzingen dat lymfocyten van een bepaalde donor ge­
voeliger waren dan die van andere donoren. 
5.3. REPLICATIE VAN POLIOVIRUS IN GEZUIVERDE LYMFOCYTEN EN IN 
MACROFAGEN 
Zoals in de voorafgaande paragraaf beschreven is, lijken be­
halve macrofagen gestimuleerde lymfocyten van betekenis te zijn 
voor de vermenigvuldiging van poliovirus. In volgende experimenten 
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werd hiernaar nader onderzoek gedaan met behulp van gezuiverde 
typen leukocyten. Lymfocyten werden gezuiverd, zoals beschreven 
in Materiaal en Methoden. De monocyten werden vrijwel volledig 
verwijderd. Gezuiverde lymfocyten (>98% lymfocyten) werden in 
kweek gebracht en vervolgens beent met poliovirus (MOI: 1 PFU/ 
cel). Na 18 uur incubatie bij 36 С werden de kweken driemaal ge­
wassen (Hanks' BSS pH 7,2), van vers medium met PHA of PWM voor­
zien en opnieuw geincubeerd bij 36 С in de CO_-stoof. In Figuur 
18 is het verloop van de virusvermenigvuldiging in gezuiverde 
lymfocyten weergegeven. De weergegeven waarden vormen de gemid­
delden van 10 proeven met niet-gestimuleerde lymfocyten, 8 proe-
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werden beent met poliovirus (1 PFU/cel). IM a 18 uur wsrd 
het niet-geadsorbeerde virus dnor driemaal wassen ver­
wijderd er wordon ce kweken voorzier van 1 ni vers me­
dium met eventueel PHA of PWM. 
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ven met door PHA gestimuleerde lymfocyten en 6 proeven met door 
PWM gestimuleerde lymfocyten. In niet-gestimuleerde lymfocyten 
werd relatief slechts weinig virus geproduceerd. De maximale vi-
rus ti ter in de niet-gestimuleerde, gezuiverde lymfocyten was een 
factor 15 tot 20 lager dan die in de met-gestimuleerde ongezui-
verde kweken (Figuur 17). 
Stimulatie door PHA of PWM leidt tot een verhoogde virus-
vermenigvuldiging (0,05 <P <0,1). Het verschil werd voor het 
eerst op de vijfde dag na infectie gevonden en bereikte pas enke-
le dagen later een maximum. Deze uitkomsten komen overeen met die 
van proeven met ongezuiverde lymfocyten. In het onderzoek van 
Soontiëns en Van der Veen (1973) werd eveneens in met PHA gesti-
muleerde, gezuiverde lymfocyten op de vierde dag na infectie een 
hogere virustiter aangetoond dan in met-gestimuleerde cellen, 
maar dit verschil was niet significant (Soontiëns, 1973). Voor 
het berekenen van de significantie werd de t-toets gebruikt. Deze 
toets is echter in dit geval niet zo geschikt als de rangteken-
toets van Wilcoxon. In met PWM gestimuleerde lymfocyten werd meer 
virus geproduceerd dan m met PHA gestimuleerde lymfocyten (P 
<0,01). Ook voor ongezuiverde lymfocyten werd een dergelijk, maar 
kleiner verschil gevonden. In dit verband willen wi] eraan herin-
neren dat de stimulatie van lymfocyten gecorreleerd is met het 
aantal macrofagen dat in de kweek aanwezig is en dat dit voor PHA-
stimulatie in sterkere mate het geval is dan voor PWM-stimulatie 
(zie 4.3.2.). 
Figuur 18 geeft eveneens weer de оъгля егтеп „д ісігдъпд гю 
gezubberde masrofagen. De kweken werden bereid door gebruik te 
maken van het vermogen van deze cellen om zich te hechten aan glas. 
Dergelijke kweken zijn in slechts geringe mate verontreinigd met 
lymfocyten. Dit is gebleken uit cytochemische kleuringen en uit 
de geringe reactie van deze kweken op stimulatie met PHA of PWM 
(zie 4.3.2.) . De kweken werden beent met 1 PFU/cel poliovirus. Na 
18 uur werden de cellen driemaal gewassen ter verwijdering van 
het met-geadsorbeerde virus. Poliovirus blijkt zich goed in mo-
nocyten, a.q. macrofagen, te vermenigvuldigen. Reeds kort na in­
fectie was er een duidelijke titerstijging en de hoogste virusop­
brengst werd op de derde dag na infectie gevonden. De virusop­
brengst bedroeg op deze dag gemiddeld ongeveer 7 PFU/cel. Dit 
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komt overeen met de door Soontiëns (1973) beschreven waarde. Het 
verloop in de tijd van de virusvermenigvuldiging in macrofagen 
verschilt aanzienlijk van dat van de replicatie in gestimuleerde 
lymfocyten. In de eerstgenoemde cellen komt de vermenigvuldiging 
eerder op gang. De vermenigvuldiging van poliovirus in kweken van 
niet-gestimuleerde, gezuiverde lymfocyten moet vermoedelijk wor-
den toegeschreven aan replicatie van virus in een gering aantal 
macrofagen, waarmee deze kweken gecontamineerd zijn. 
Deze proeven hebben erop gewezen dat poliovirus zich niet 
alleen kan vermenigvuldigen in macrofagen, maar ook in gestimu-
leerde lymfocyten. Om dit nader te bestuderen hebben wij een 
onderzoek gedaan naar de samenhang tussen DN A-synthese en virus-
vermenigvuldiging in met PWM gestimuleerde, gezuiverde lymfocy-
ten. Kweken van gezuiverde lymfocyten werden bereid zoals aange-
geven is onder Materiaal en Methoden. De helft van de kweken werd 
niet met virus geïnfecteerd. De overige kweken werden beent met 
1 PFU/cel poliovirus. Het niet-geadsorbeerde virus werd na 18 uur 
weggewassen. Hierna werden zowel de niet-geinfecteerde als de ge-
infecteerde kweken van vers medium voorzien met of zonder PWM en 
geincubeerd bij 36 С in de CO^-stoof. In Figuur 19 zijn de uit­
komsten van een dergelijk experiment samengevat. De verschillen 
in de DNA-synthese en virusvermenigvuldiging tussen de met PWM 
gestimuleerde en niet-gestimuleerde lymfocyten zijn weergegeven. 
Het verschil in de DNA-synthese bereikte een maximale waarde (6 χ 
10 cpm) op de vijfde dag na bereiding van de kweken. De vermenig­
vuldiging van poliovirus in gestimuleerde lymfocyten begint dan 
pas op gang te komen. De hoogste virusopbrengst werd op de zesde 
dag tot en met de achtste dag na infectie waargenomen. Klaarblij­
kelijk zijn lymfocyten pas in staat poliovirus te vermenigvuldi­
gen nadat ze in sterke mate gestimuleerd zijn. 
Aansluitend werd onderzoek gedaan naar de virusvermenigvul­
diging in kweken van met PHA gestimuleerde, gezuiverde lymfocyten 
die direct na bereiding van de kweek, respectievelijk 4 dagen la­
ter, werden beent. De lymfocyten werden op dag 0 met PHA gestimu­
leerd. De virusvermenigvuldiging in de kweken die direct na de be­
reiding waren beent, begon - zoals reeds eerder was aangetoond -
na 5 dagen op gang te komen. Deze "lag"-periode werd niet gezien 
in kweken die op de vierde dag waren beent. Daar werd 1 tot 2 da-
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Figuur 19: Verband tussen de DNA-synthese en de replicatie van 
poliovirus in met ΡWИ gestiTiuleerdt», gezuiverde lyrr-
fccyten. Weergegeven zijn de ve гschiller in de CNA-
synthese en de геоіісазіе tussen π i et - g e stimu1 ееrde 
en met PWM gestimuleerde Kweken van gezuiverde lym-
fо су ten. 
gen na de enting de hoogste virusproductie waargenomen. De maxi­
male virustiter in deze kweken was ongeveer even hoog als die in 
kweken die op dag 0 waren beent. Klaarblijkelijk worden gestimu­
leerde lymfocyten pas na verloop van enkele dagen gevoelig voor 
virus en doet het er niet toe of het virus direct of na enkele 
dagen wordt toegevoegd. 
5.4. ADSORPTIE VÁN POLIOVIRUS AAN LYMFOCYTEN EN MACROFAGEN 
Om een beter inzicht te verkrijgen in de gevoeligheid van 
lymfocyten, van met PHA gestimuleerde lymfocyten en van macrofa-
gen werd er onderzoek gedaan naar de adsorptie van poliovirus aan 
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deze cellen. W13 hebben ons afgevraagd of de verschillen in re-
plicatie van poliovirus tussen macrofagen en lymfocyten en tussen 
wel en niet-gestimuleerde lymfocyten te verklaren waren door ver-
schillen in adsorptie van virus. Er werden proeven gedaan met kwe-
ken van macrofagen, van met-gestimuleerde lymfocyten en van met 
PHA gestimuleerde lymfocyten die 4 dagen oud v/aren. Ter vergelij-
king werden Hela-cellen als gevoelige celsoort gebruikt. Er werd 
onderzoek gedaan naar veranderingen m de titer van een virus-
suspensie die in contact is geweest met cellen. Bi] voorkeur had-
den W13 de adsorptie op directe wijze willen analyseren door vi-
rus aan cellen te laten adsorberen en vervolgens de titer van het 
geadsorbeerde virus te bepalen. Uit oriënterende proeven was ech-
ter gebleken, dat het niet goed mogelijk was aan cellen geadsor-
beerd virus op reproduceerbare wijze weer vrij te maken van de 
cel met behoud van het mfectieuze vermogen. Dit is in overeen-
stemming met de bevindingen van andere onderzoekers (Joklik en 
Darnell, 1961; Holland, 1962). De adsorptie werd daarom bij dit 
onderzoek op indirecte wijze gemeten door op verschillende tijd-
stippen na de enting de titer van de gebruikte virussuspensie te 
bepalen. Het verschil tussen deze titer en de oorspronkelijke ti-
ter is een maat voor de adsorptie. De kmetiek van de adsorptie 
van viruspartikels aan celmembranen verloopt ongeveer volgens een 
Ie orde reactie. Deze wordt beschreven door de relatie 
In V / V,. 
o/ t 
К = , waarin V de virustiter op tijdstip t weergeeft 
nt en η het aantal cellen per ml (Bachtold et al., 
1957). De constante К is een maat voor de gevoeligheid van cellen 
voor virussen (McLaren ei. al., 1959) . De experimenten werden uit­
gevoerd zoals beschreven is onder Materiaal en Methoden (zie 
2.5.2.). Op verschillende tijdstippen na enting van virus werden 
monsters verzameld ter bepaling van de titer. De titer op tijd­
stip t werd uitgedrukt als het percentage van de titer bij het 
begin van de adsorptie. Vervolgens werd met behulp hiervan een 
regressielijn bepaald. De richtingscoefficient van deze regres-
sielijn kan worden gebruikt om de constante К voor de adsorptie 
uit te rekenen. Er werden met ieder type cellen 5 proeven ver­
richt. Je uitkomsten zijn in Tabel 10 weergegeven. De waarden 
voor de adsorptie-constante bij adsorptie van poliovirus aan ma-
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TABEL 10: Adsorptie van poliovirus aan 4 dagen oude gezuiverde 
lymfocyten en macrofagen 
Celtype PHA Adsorptie constante3 
1% (v/v) (ml χ cel χ min ) 
-9 
Macrofagen - (2,1 + 0,7) χ 10 
Lymfocyten - ( 2 , 6 + 2 , 2 ) x l 0 
Lymfocyten + (2,9 + 1,0) χ IQ - 1 
Hela - (2,5 + 0,5) χ 10~ 9 
a) 
Acsorp-ieconj" antes werdsn Ьегвк?г-с volgens de relatis 
In V /V, 
К = (Bachtold et al., 1957). 
crofagen zijn ongeveer gelijk aan die voor adsorptie van virus 
aan Hela-cellen. Deze uitkomsten zijn in overeenstemming met de 
bevindingen van anderen (Bachtold ρ t, al., 1957; McLaren et al., 
1959). McLaren et al. (1959) vonden voor de adsorptie van polio­
virus aan gevoelige cellen, o.a. Hela- en apeniercellen, adsorp-
-9 -9 
tie-constantes die varieerden van 2,5 χ 10 tot 5,0 χ 10 ml 
cel min . Uit de Tabel blijkt verder dat de adsorptie-con-
stante voor adsorptie van poliovirus aan lymfocyten, al of niet 
met PHA gestimuleerd, aanzienlijk lager ligt dan die voor adsorp­
tie aan macrofagen. Het verschil tussen met PHA gestimuleerde en 
niet-gestimuleerde lymfocyten is niet significant. 
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H O O F D S T U K б 
ONDERZOEK NAAR DE INTERACTIE TUSSEN POLIOVIRUS EN 
SUBPOPULATIES VAN HUMANE LYMFOCYTEN 
6.1. INLEIDING 
In voorafgaande hoofdstukken hebben wij beschreven dat гп vi­
tro infectie van ongezuiverde lymfocyten met poliovirus leidt tot 
een verminderde respons op stimulatie en dat deze remming zeer 
waarschijnlijk berust op infectie van de macrofaag met poliovirus. 
Voorts vonden wij aanwijzingen dat behalve de macrofaag ook oude­
re kweken van gestimuleerde lymfocyten in staat zijn poliovirus te 
vermenigvuldigen. Teneinde hierin een beter inzicht te verkrijgen 
hebben wij onderzoek gedaan naar de interactie tussen poliovirus 
en subpopulaties van lymfocyten en wel naar het effect van virus 
op de stimulatie alsook naar dat van stimulatie op de virusverme­
nigvuldiging. 
6.2. INTERACTIE TUSSFN POLIOVIRUS EN T-CELLEI! 
6.2.1. Effect van роіго ггиа ov de stimulatie van T-oellen 
Zoals in het voorafgaande hoofdstuk bleek, zijn oudere kwe­
ken van gestimuleerde lymfocyten vermoedelijk in staat poliovirus 
te vermenigvuldigen. Poliovirus remde de stimulatie van gezuiver­
de lymfocyten echter niet significant (Tabel 8). De virusproduc-
tie in gestimuleerde, gezuiverde lymfocyten kwam pas goed op gang 
na de top van de DNA-synthese (Figuur 19). Dat van een remmend ef­
fect van poliovirus op de DNA-synthese niets bleek, zou kunnen sa­
menhangen met het tijdstip waarop de bepalingen zijn verricht. Het 
leek daarom van belang bij de proeven met T-cellen de DNA-synthese 
dagelijks te bepalen gedurende een periode van 10 dagen. Kweken 
van T-cellen werden bereid zoals aangegeven is onder 2.4.4. De 
helft der kweken werd beent met poliovirus (1 PFU/cel) , de overige 
bleven onbeënt. Na 2 uur incubatie werd aan alle kweken PHA of PWM 
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toegevoegd. Vierentwintig uur voor beëindiging der culturen werd 
telkens 1 yCi Η-thymidine toegevoegd. De uitkomsten van de proe­
ven met PHA zijn in Figuur 20 samengevat als gemiddelden van 8 
experimenten. De DNA-synthese is uitgedrukt als percentage van de 
hoogste waarde per kweek. 
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Figuur 20: Verlocp in de tijd van de DNA-synthese in met PHA ge­
stimuleerde T-cellen, die wel of niet heënt zijn met 
policvirub [1 PrU/cel). De gemiddelden van 8 proeven 
zijn weergegeven. 
De gemiddelde maximale inbouw van Η-thymidine bedroeg 3,4 χ 
4 
10 cpm. Vijf tot zes dagen na het in kweek brengen van de T-cel­
len werd het maximum bereikt. De DNA-synthese in met virus beënte 
kweken was geringer dan die in niet geïnfecteerde kweken. Het ver-
schil was echter niet significant. 
De uitkomsten van proeven met door PWM gestimuleerde T-cel-
len zijn in Figuur 21 samengevat (n = 7). De gemiddelde maximale 
3 4 
inbouw van H-TdR was 1,0 χ 10 cpm. Het maximum werd bereikt op 
gemiddeld de zesde dag na het in kweek brengen van de T-cellen. 
Ook in de met PWM behandelde kweken was de DNA-synthese in met 
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Figuur 21: Уегіэсэ in de tijd van de DNA-synf-^ue in тпэ- PtoT ge-
stimulssrcle T-celle", die wel of niet beent zijn rret 
polioviruB (1 PF'l/cel). De gemiddelden van / proeven 
2ijn weergegeven. 
virus beënte kweken lager dan die in de niet beënte kweken. Het 
verschil was evenmin significant. De stimulatie-index in de met 
PHA en met PWM gestimuleerde kweken bedroeg gemiddeld respectie-
velijk 42,8 en 16,8. 
6.2.2. Effect van poliovirus op de stimulatie in тесотЫпаЫе-
kweken van T-oellen en maarofagen 
In Hoofdstuk 4 hebben wij beschreven dat de remming van de 
stimulatie van lymfocyten door poliovirus zeer waarschijnlijk het 
gevolg was van infectie van macrofagen door poliovirus. Het leek 
van belang na te gaan in welke subpopulaties van lymfocyten de 
DNA-synthese werd geremd. T-cellen werden in kweek gebracht in 
combinatie met verschillende aantallen macrofagen. De methode die 
werd toegepast, is beschreven onder 2.4.6. De helft der kweken 
werd beent met poliovirus (1 PFU/cel), de overige bleven onbeënt. 
Na incubatie gedurende 2 uur werden de kweken voorzien van PHA, 
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Mguur 22: Effect van poliovirus üp do PHA-stimulatiG in rgcomhi-
na'iiskwfcken van T-cellen sn verscnillendc aantallen 
nacrofagen. De gemiddelden van 3 proeven zijn weerge-
geven. Kweken werden op dag 6 beëindigd. 
PWM of PPD. Vierentwintig uur voor beëindiging der kweken werd 
3 
1 pCi Η-thymidine toegevoegd. 
Figuur 22 geeft weer de gecombineerde uitkomsten van drie 
proeven met door PHA gestimuleerde T-cellen. De maximale inbouw 
van H-TdR in de drie proeven was ongeveer even groot. Het was 
niet nodig deze op 100% te stellen. Zoals te verwachten was, wordt 
de stimulatie van T-cellen bevorderd door macrofagen. De stimula-
4 
tie was het grootst in kweken met 3 χ 10 macrofagen. De in Hoofd­
stuk 4 beschreven proeven lieten zien dat in recombinatiekweken 
van gezuiverde lymfocyten en macrofagen een maximale H-TdR-in-
4 
bouw werd bereikt in kweken met 5 χ 10 macrofagen (Figuur 11). 
Als wij rekening houden met het aantal cellen per kweek, respec-
5 5 
tievelijk 10 T-cellen en 2 χ 10 gezuiverde lymfocyten, blijkt 
de maximale stimulatie door PHA bij dezelfde ratio tussen lymfo­
cyten en macrofagen voor te komen. Uit Figuur 22 blijkt verder 
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dat poliovirus de stimulatie door PHA remt, indien 1,5 χ 10 of 
meer macrofagen in de kweek aanwezig zijn. Het verschil is signi­
ficant. De bevordering van de PHA-stimulatie van T-cellen door 
macrofagen en de remming ervan door poliovirus tonen eenzelfde 
beeld als die voor gezuiverde lymfocyten (Figuur 11). Als wij de 
uitkomsten van proeven met maximaal gestimuleerde T-cellen en met 
gezuiverde lymfocyten met elkaar vergelijken, blijkt poliovirus 
de PHA-stimulatie van T-cellen ongeveer even sterk te remmen als 
die van gezuiverde lymfocyten. 
Soortgelijke experimenten zijn uitgevoerd met door PWM gesti­
muleerde T-cellen. Figuur 23 laat de uitkomsten zien van drie 
proeven. De DNA-synthese werd uitgedrukt als percentages van het 
maximum per experiment. Daarna werden de uitkomsten van de afzon­
derlijke proeven gemiddeld. De curve van de niet-geinfecteerde 
kweken toont een top. De gemiddelde maximale inbouw van H-thymi-
4 
dine bedroeg 7,4 χ 10 cpm. De hoogste DNA-synthese werd gevonden 
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D D + poliovirus 
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E f - e с t а" эоііо ігьз cp de Ρ и/ M -stimulatie in recombi-
natiekwekcn van T-cellen en verschillende aantallen 
necrofage η. De gemiddelden van 3 ргэе еп zijn weerge­
geven. Kweken werden cp dag 6 beëindigd. 
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Figuur 2 3: 
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in recombinatiekweken met 1,1 χ 10 macrofagen. Voor de herhaal­
delijk waargenomen, geringe daling van de DNA-synthese in het be­
gin van de curve, i.e. bij toeneming van het aantal macrofagen 
3 4 
van 2 χ 10 tot 10 , kan geen verklaring worden geboden. Evenals 
in de proeven met PHA, remde poliovirus de stimulatie van T-cel-
4 
len door PWM, mits er voldoende macrofagen (>4 χ 10 ) in de kweek 
4 5 
aanwezig waren. De remming in kweken met 7 χ 10 en 1,1 χ 10 ma­
crofagen bedroeg 45 - 50% en was ongeveer even groot als die in 
recombinatiekweken met gezuiverde lymfocyten (Figuur 12). 
Vervolgens werd de invloed van poliovirus op de -stimulatie 
van T-oellen door PPD onderzocht. Wij gebruikten wederom recombi­
natiekweken van T-cellen en verschillende aantallen macrofagen. De 
proeven werden op dezelfde wijze verricht als die met PHA en PWM. 
De kweken werden wel of niet geïnfecteerd met poliovirus (1 PFU/ 
cel) en voorzien van PPD (2 ug/ml). Na zeven dagen werd 1 yCi H-
thymidine toegevoegd. Vierentwintig uur later werden de kweken be-
ëindigd. In Figuur 24 zijn de resultaten van drie proeven samenge-
DNA synthesis C/o ) 
100· 
5 0 -
x—x - pohovirus 
α α + pohovirus 
5 10 15 2 0 
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Figuur 24: Effect van poliovirus op de PPD-stітиlatіэ van T-cellen 
in recombinatiekweken van T-cellsn en verschillende 
aantallen macrofagen. De genicdelden van 3 proeven zijn 
weergegeven. 
93 
vat. De hoogste waarde van de DNA-synthese in iedere proef werd 
op 100% gesteld. Ook voor stimulatie van T-cellen door PPD is het 
aantal macrofagen in de kweek van betekenis. Het voor maximale 
stimulatie benodigde aantal was voor PPD aanzienlijk lager dan 
voor mitogenen. Dit stemt overeen met de uitkomsten van de proe­
ven met gezuiverde lymfocyten (Figuur 13). De stimulatie door PPD 
was maximaal in kweken waaraan 9,5 χ 10 macrofagen waren toege­
voegd; de inbouw van H-thymidine had hier een waarde van 3,1 χ 
4 
10 cpm. Toevoeging van poliovirus leidde tot een vermindering 
van de DNA-synthese, behalve bij een zeer gering aantal macrofa­
gen. Deze remming, die maximaal 55% bedroeg, was echter niet zo 
groot als die in recombinatiekweken met gezuiverde lymfocyten (Fi­
guur 13). Uit deze proeven blijkt dat poliovirus de stimulatie van 
T-cellen door mitogenen of antigenen kan remmen, mits een daartoe 
voldoende aantal macrofagen aanwezig zijn. De remming is ongeveer 
even sterk als die van stimulatie van gezuiverde lymfocyten, be­
halve bij stimulatie door PPD. 
6.2.6. Virusvermenigvuldiging in T-cellen 
Wij hebben in Hoofdstuk 5 beschreven dat poliovirus zich be­
ter kan vermenigvuldigen in kweken van gestimuleerde lymfocyten 
dan in kweken van niet-gestimuleerde lymfocyten. Het leek van be­
lang te onderzoeken voor welke subpopulaties van lymfocyten deze 
toeneming van de virusvermenigvuldiging geldt. Wij hebben daarom 
vermenigvuldigingscurven van poliovirus gemaakt voor kweken van 
T-cellen, die wel en niet gestimuleerd waren met PHA of PWM. T-
cellen werden in kweek gebracht volgens 2.4.4. en geïnfecteerd 
met poliovirus (1 PFU/cel). Na een periode van 18 uur werd het 
niet-geadsorbeerde virus verwijderd door de kweken met Hanks' BSS 
pH 7,2 te wassen en werd vers medium met PHA of PWM of zonder de-
ze mitogenen toegevoegd. Op verschillende dagen na infectie wer-
den kweken ingevroren ter bepaling van de virusopbrengst. In Fi-
guur 25 zijn de uitkomsten van een aantal proeven samengevat. De 
in de Figuur aangegeven waarden stellen de gemiddelden voor van 
de virusopbrengst die dagelijks bepaald werd. In met Ρ WH gestimu­
leerde T-cellen (n = 5) werd aanzienlijk meer virus geproduceerd 
dan in niet-gestimuleerde T-cellen (n = 8). Het verschil was sig-
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Figuur 25: Vermenigvuldiging van poliovirus in wol of niet rret 
PHA of Ρ W14 gestirru leerde T-cellen. De 4we4en zijn be­
ent -net poliovirus (1 PFL/cel). Het η i et - g ead s о rhe ρ г-
de virus were га 18 uur verwijderd. 
nificant (Ρ <0,01). De replicatie in met PWM gestimuleerde T-cel­
len bereikte een maximum op de zevende en achtste dag na enting. 
Evenals bij de proeven met gezuiverde lymfocyten (Figuur 18) werd 
een lag-periode in de vermenigvuldigingscurve waargenomen. Wij 
hebben dit fenomeen nader bestudeerd door de virusvermenigvuldi­
ging te bepalen in met PWM gestimuleerde T-cellen die 4 dagen oud 
waren. Pas op dit tijdstip werd poliovirus toegevoegd. In deze 
kweken werd geen lag-periode waargenomen. Ongeveer twee dagen na 
de enting van virus werd de hoogste virusproductie aangetoond. 
Dit stemt overeen met de uitkomsten van de reeds eerder beschre­
ven proeven met gezuiverde lymfocyten (zie 5.3.) . De virusproduc-
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tie in met PHA gestimuleerde T-aellen (n = 7) was significant 
lager dan die in niet-gestimuleerde T-cellen. In kweken van T-
cellen met PHA neemt het aantal cellen sneller af dan in niet-ge-
stimuleerde kweken. Het is mogelijk dat een geringere virusproduc-
tie hiervan het gevolg is. In met-gestimuleerde T-cellen wordt 
minder virus geproduceerd dan in met-gestimuleerde, gezuiverde 
lymfocyten (Figuur 18). Dit verschil hangt vermoedelijk samen met 
de omstandigheid dat kweken van T-cellen vrijwel steeds minder 
dan 0,5% monocyten bevatten, die van gezuiverde lymfocyten daar-
entegen meestal 2 tot 4 maal zo veel (1 à 2%). Ook het verschil 
in virusproductie was twee- tot viervoudig. De ratio tussen de 
maximale virusproductie in met PWM gestimuleerde, respectievelijk 
met-gestimuleerde cellen is voor T-cellen en gezuiverde lymfocy-
ten dezelfde. Dit is niet het geval met door PHA gestimuleerde 
cellen. Daar is de virusvermenigvuldiging in gestimuleerde, ge-
zuiverde lymfocyten groter dan die in met-gestimuleerde cellen, 
maar voor T-cellen geldt het omgekeerde. T-cellen lijken dus niet 
verantwoordelijk te zijn voor de ten gevolge van de stimulatie 
door PHA toegenomen virusvermenigvuldiging in gezuiverde lymfocy-
ten. 
C.Z. IlHTERACriE TUSSEN POLIOVIRUS EN B-CELLEN 
6.3.1. Effect van polzovirus op de stimulatte van B-oellen 
B-cellen werden geïsoleerd door een suspensie van gezuiverde 
lymfocyten te incuberen met complexen (EAC) van cavia-erytrocyten, 
konijne-antiserum tegen cavia-erytrocyten, en complement (zie 
2.4.5.). De gevormde rozetten werden gezuiverd met behulp van 
dichtheidscentnfugatie in een Ficoll-Isopaque gradient. Na lysis 
van de erytrocyten werden de B-cellen verdeeld over buizen (10 
cellen per buis). De helft der kweken werd beent met poliovirus 
(1 PFU/cel), de overige bleven onbeënt. Na 2 uur werd aan de cel-
len PF1A toegevoegd. Vierentwintig uur voor beëindiging der kweken 
werd 1 yCi H-TdR toegevoegd. De uitkomsten van 4 proeven zijn 
samengevat m Figuur 26. In elke kweek werd de waarde van de hoog-
ste DNA-synthese op 100% gesteld. De curve toont geen top; de sti-
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Figuur 26: Verloop in de tijd van de DNA-synthgse in met PHA ge­
stimuleerde B-cellen, die wel of niet beent zijn met 
poliovirus (1 PFL'/cel). De gemiddelden van 4 preeven 
zijn weergegeven. 
mulatie nam toe tot op de laatste (9e) dag van het experiment. 
Bij de proeven met T-cellen werd wel een top waargenomen (Figuur 
20). De gemiddelde maximale incorporatie van H-TdR in B-cellen 
4 
bedroeg 8,3 χ 10 cpm, hetgeen aanzienlijk hoger is dan die in 
4 
T-cellen (3,4 χ 10 cpm). De gemiddelde stimulatie-indices laten 
eveneens een dergelijk verschil zien (resp. 68,4 en 42,8). Hier­
bij dient te worden opgemerkt dat culturen van B-cellen in de re­
gel meer monocyten bevatten dan die van T-cellen. De DNA-synthese 
in met virus beënte kweken was - op de 7e, 8e en 9e dag - geringer 
dan die in onbeënte kweken. Het verschil was niet significant. 
Uit deze proeven blijkt dat B-cellen worden gestimuleerd 
door PHA. De uitkomsten stemmen goed overeen met die van anderen 
(Epstein et al., 1974; Chess eb al., 1975; Boldt et al., 1975; 
Clot eb al., 1975). De stimulatie van B-cellen door PHA is echter 
een controversieel onderwerp waarop in de Discussie nader zal 
worden teruggekomen. Soortgelijke experimenten werden uitgevoerd 
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Figuur 27: Verlcop in dr tijd van ds CNA-synthose in met PWM gp-
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om de invloed van poliovirus op de stimulatie van B-cellen door 
PWM te bestuderen (η = 5). In Figuur 27 zijn de uitkomsten van 
een van deze proeven weergegeven. Aangezien de dag waarop de DNA-
synthese maximaal was, varieerde van de vierde tot en met de ne­
gende dag na stimulatie, leek het niet zinvol deze proeven samen 
te vatten. Behalve met betrekking tot dit aspect geeft Figuur 27 
een representatief beeld van de waarnemingen in proeven met door 
PWM gestimuleerde B-cellen. Maximale DNA-synthese werd negen da­
gen na stimulatie waargenomen. Poliovirus remde de stimulatie van 
B-cellen door PWM. De remming begon zich in de verschillende proe­
ven steeds pas 1 tot 2 dagen voor het bereiken van de maximale 
DNA-synthese af te tekenen. Het verschil in de DNA-synthese tus­
sen wel en met beënte kweken was significant (P <0,05). De DNA-
synthese van door PWM gestimuleerde B-cellen wordt dus door polio-
virus geremd. In hoeverre de geringe contaminatie met monocyten 
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(1 - 2%) hierbij van betekenis is, is moeilijk te beoordelen. De 
gemiddelde inbouw van H-thymidme bedroeg 9,2 χ 10 cpm. De ge­
middelde index van stimulatie - die werd berekend voor de dag 
waarop de DNA-synthese maximaal was - was opmerkelijk laag m 
vergelijking met die voor T-cellen (resp. 4,6 en 16,8). Dit was 
vooral het gevolg van de hogere incorporatie van Η-thymidine in 
met-gestimuleerde B-cellen. 
6.3.P. ъг з егтгпгд иіагдгпд ъп B-cellen 
Poliovirus kan zich beter vermenigvuldigen m gezuiverde, 
met PHA gestimuleerde lymfocyten dan in met-gestimuleerde lymfo-
cyten (zie 5.3.). Uit de hierboven beschreven proeven (6.2.3.) 
bleek dat T-cellen hiervoor vermoedelijk niet verantwoordelijk 
zijn. Het leek derhalve van belang de replicatie van poliovirus 
te onderzoeken in kweken van B-cellen. Wij hebben vermenigvuldi­
gingscurven van poliovirus gemaakt m kweken van B-cellen, die 
wel of met gestimuleerd werden met РИА of PWM. De kweken werden 
bereid zoals beschreven is onder 2.4.5. en vervolgens beent met 
poliovirus (1 PFU/cel). Na incubatie gedurende 18 uur werd het 
met-geadsorbeerde virus verwijderd door de kweken met Hanks' BSS 
pH 7,2 te wassen en werd vers medium met PHA of PWM of zonder de­
ze mitogenen toegevoegd. Ter bepaling van de virusproductie wer­
den op verschillende dagen kweken ingevroren. 
Figuur 28 bevat de resultaten van enkele proeven in de vorm 
van de gemiddelden van de virusopbrengst op verschillende dagen na 
infectie. In de kweken van met-gestvmuleerde B-aellen (n = 4) 
werd een geringe virusvermenigvuldiging waargenomen. De viruspro-
ductie was ongeveer de helft van die in kweken van niet-gestimu-
leerde, gezuiverde lymfocyten (Figuur 18). Dit kan worden toege­
schreven aan een verschil in het aantal cellen per buis, respec­
tievelijk 10 B-cellen en 2 χ 10 gezuiverde lymfocyten. Geduren­
de de eerste dagen na de enting in met-gestimuleerde B-cellen 
steeg de virustiter in geringe mate; na de vijfde dag daalde ze. 
Dit was ook waargenomen bij de proeven met met-gestimuleerde, 
gezuiverde lymfocyten. Deze geringe virusvermenigvuldiging vond 
waarschijnlijk plaats in monocyten die in beide soorten kweken m 
een gering aantal (1% à 2%) aanwezig waren. De virusproductie m 
99 
poliovirus t i ter 
(log PFU/ml) 
5-
0 - - 0 - _ n - - q 
X X - P H A / P W M / 
D G ·· PHA ρ 
й Δ . PWM / 
^ - x 
\ 
\л 
V -
χ 
θ 10 12 
days after infection 
Figuur 2Θ: Vermenigvuldiging var aolicvirus in wel of niet met 
PHA of PWM gestinr.uleerde B-cellsn. üe kweken zijn be-
ent met poliovirus (1 PFU/cel). Het η i et-geeds сrbeer-
de virus werd na 18 uur verwijderd. 
met РШ gestimuleerde B-cellen (η = 3) was significant (Ρ <0,05) 
hoger dan die in niet-gestimuleerde B-cellen. Op de zesde of ze­
vende dag na enting werd het maximum waargenomen. Het verschil 
in virusvermenigvuldiging tussen met PWM en niet-gestimuleerde 
cellen is bij B-cellen echter niet zo groot als bij T-cellen (Fi­
guur 25) of bij gezuiverde lymfосуten (Figuur 18). Dit hangt mo­
gelijk samen met de lage stimulatie-index in kweken van B-cellen 
die met PWM zijn gestimuleerd. Stimulatie van B-cellen door P/M 
(n = 3) had een duidelijke toeneming van de vermenigvuldiging 
van poliovirus tot gevolg (P <0,05). De hoogste virusopbrengst 
werd op de zevende tot en met de tiende dag na enting aangetoond. 
Dit stemt goed overeen met het tijdstip van de piek in virusver­
menigvuldiging in kweken van gezuiverde, met PHA gestimuleerde 
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lymfocyten (Figuur 18). Ook nu was er weer een verandering die 
hen gevoelig maakt voor poliovirus. 
Bij vergelijking van de uitkomsten van de proeven met B- en 
T-cellen is het meest opvallende verschil dat stimulatie met PHA 
de virusvermenigvuldiging in B-cellen in sterke mate doet toene-
men, terwijl PHA geen invloed heeft op de virusvermenigvuldiging 
in T-cellen. 
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H O O F D S T U K 7 
D I S C U S S I E 
KWEEKOllSTAllOIGHFDEU 
In vitro stimulatie van lymfocyten door antigenen of mitoge-
nen is door vele onderzoekers uitvoerig bestudeerd (Ling en Kay, 
1975; Wedner en Parker, 1976). Daarbi] bleek dat stimulatie van 
lymfocyten onderhevig is aan een sterke variabiliteit. Dit is 
enerzijds terug te voeren tot verschillen tussen individuen (Ha-
gen en FrfZÍland, 1973), anderzijds tot variaties m de cultuurom-
standigheden (Schellekens en Eysvogel, 1968; Yamamura, 1973; 
Thurman et al., 1973). Daarom is het noodzakelijk om bij veran-
deringen m de proefopstelling de voorwaarden voor een maximale 
stimulatie opnieuw te bepalen. 
Wij hebben eerst proeven verricht waarbij de concentratie 
van de lymfocyten varieerde. Het bleek dat de celdichtheid van 
betekenis was voor de mate van stimulatie. Ongezuiverde lymfocy-
ten werden maximaal door PHA gestimuleerd als per buis m een vo-
lume van 1 ml 1 χ 10 tot 2 χ 10 cellen aanwezig waren. Dit is 
m overeenstemming met de uitkomsten van Yamamura (1973) en du 
Bois et al. (1973). Het is van belang te bedenken dat de vorm van 
de cultuurbuizen van grote invloed is. Deze vorm bepaalt in grote 
mate de werkelijke celdichtheid (Moorhead et a^., 1967; Thurman 
et al., 1973). Omdat wij in ons onderzoek per buis 2 χ 10 cellen 
gebruikten in plaats van 2 χ 10 cellen zoals tot nu toe in ons 
laboratorium gebruikelijk was (Soontiëns, 1973), hebben wij een 
aantal factoren betreffende de stimulatie van lymfocyten opnieuw 
onderzocht. 
In het bijzonder met betrekking tot kinetische aspecten ble-
ken in kweken van ongezuiverde lymfocyten verschillen te bestaan 
tussen de oude en nieuwe methode in de stimulatie door PHA en m 
de virusvermenigvuldiging. Maximale PHA-stimulatie en replicatie 
van poliovirus werden in het nieuwe systeem op een later tijdstip 
waargenomen. Anderen hebben eveneens gevonden dat maximale stimu-
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latie door PHA relatief laat (96 - 120 uren) werd bereikt in 
lymfocytenkweken met lage celconcentraties (<2 χ 10 cellen per 
ml) (Yam et al., 1967; Junge et al., 1970; Levinson et al., 1974; 
Blomgren, 1976). De vertraging in het bereiken van de maximale 
stimulatie door PHA zou het gevolg kunnen zijn van de lage cel­
dichtheid in deze kweken. Interacties tussen cellen worden be­
schouwd als belangrijke factoren ter bevordering van de prolife­
ratie van lymfocyten (Moorhead et al., 1967; Weksler en Kunz, 
1976) . Na stimulatie met PWM, PPD of allogene cellen was het tijd­
stip waarop maximale DNA-synthese werd gevonden vermoedelijk ook 
verlaat. Anderen, die met hogere celconcentraties werkten, namen 
namelijk 1 tot 2 dagen eerder dan wij maximale stimulatie waar 
(Hinz en Chickosky, 1972; Yamamura et al., 1976). 
КІГ1ЕТІЕК PWM-STIMULAÏIF, 
De DNA-synthese in met PWM gestimuleerde ongezuiverde lymfo-
cyten toonde een opmerkelijk verloop in de tijd. Wij vonden tel-
kens twee pieken, namelijk op de zesde en achtste dag na stimula-
tie. Het is mogelijk dat dit verschijnsel het gevolg is van ver-
schil in de kinetiek van de stimulatie van subpopulaties van lym-
focyten door PWM. Epstein et al. (1974) zagen verschillen tussen 
T- en B-cellen in het verloop in de tijd van de PWM-stimulatie. 
Verder is er verschil tussen T- en B-cellen in de dosis-werkings-
relatie van de stimulatie door PWM (Mellstedt, 1975). 
Anderzijds is het ook mogelijk dat de twee pieken het gevolg 
zijn van verschillen in de kinetiek van de respons van lymfocyten 
op verschillende mitogene componenten in PWM. Het is bekend dat 
PWM bestaat uit vijf eiwitten, die elk als mitogeen kunnen werken 
(Waxdale, 1974). Wij hebben proeven verricht zowel met T- als met 
B-cellen. Deze hebben geen opheldering gegeven over de oorzaak 
van het voorkomen van twee pieken. Na stimulatie van T-cellen 
vonden wij veelal aanwijzingen, doch niet meer dan dat, voor het 
bestaan van twee pieken; de verschillen waren niet significant. 
Verder verliep de DNA-synthese door B-cellen op verschillende da-
gen na toevoeging van PWM zeer onregelmatig. De hoogste DN£-syn-
these werd in onderscheiden proeven steeds op verschillende dagen 
waargenomen. 
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SUBPOPULATIES VAN LYMFOCYTEN 
De laatste jaren is veel onderzoek verricht naar methoden 
voor de isolatie van sterk gezuiverde subpopulaties van humane 
lymfocyten. Een veelheid van methoden als hechting aan nylonwat-
ten (Greaves et al., 1974a; Rosenstreich et al·., 1976a), immuno-
adsorptie aan kolommen met anti-Ig (Chess et al·., 1974a), cel-
scheiding op basis van immunofluorescentie (Kreth en Herzenberg, 
1974) en sedimentatie van rozetvormende cellen in Ficoll-Isopaque 
gradiënten (Zeylemaker et al., 1974; Mackler et al., 1974; Dean 
et al., 1975) is gebruikt voor de scheiding van cellen met ver-
schillende kenmerken. In ons onderzoek hebben wij T- en B-cellen 
gescheiden door middel van sedimentatie van rozetvormende cellen 
in een dichtheidsgradient. Het is bekend dat humane T-cellen re-
ceptoren voor schape-erytrocyten dragen (Jondal et α7., 1972; 
Wybran et al·., 1972). B-cellen, monocyten en macrofagen hebben 
receptoren voor de C^-component van het complement (Bianco et al., 
1970) . Deze cellen zijn in staat rozetten te vormen met complexen 
van erytrocyten, amboceptor en complement (EAC). De isolatie van 
gezuiverde suspensies van T- en B-cellen met behulp van rozetten 
is door haar relatieve eenvoud een aantrekkelijke methode die een 
goede zuivering geeft. Deze methode werd door ons toegepast. Op 
deze wijze bereide suspensies van T-cellen bevatten gemiddeld 95% 
Ε-RFC, enkele procenten (<3) B-cellen (Ig ) en minder dan 0,5% 
monocyten. In suspensies van B-cellen vonden wij gemiddeld minder 
dan 2% Ε-RFC en 1 tot 2% monocyten. 
STIMULATIE VAN B-CELLEN DOOR РИА 
In proeven met subpopulaties van dierlijke lymfocyten was 
gevonden dat PHA alleen T-cellen en PWM zowel T- als B-cellen 
stimuleerden (overzicht: Greaves et al., 1974b; Oppenheim en Ro­
senstreich, 1976). Ten aanzien van de stimulatie van humane l'­
en B-cellen lopen de resultaten sterk uiteen. 
Ons onderzoek laat zien dat B-cellen zich laten stimuleren 
door PHA. Dit is in overeenstemming met de resultaten van Mackler 
et al. (1974) en Zeylemaker et al. (1974). Beide groepen onder­
zoekers isoleerden B-cellen eveneens met behulp van een rozet-
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methode. Anderen die eenzelfde scheidingsmethode toepasten (Geha 
en Merier, 1974; Dean et al., 1975), vonden daarentegen dat 
slechts humane T-cellen door PHA worden gestimuleerd. Tegenstrij-
dige uitkomsten zijn ook waargenomen indien een andere methode 
van scheiding, namelijk een methode die is gebaseerd op de aan-
wezigheid van immunoglobulinen op het celmembraan van B-cellen, 
werd toegepast. Zo beschrijven enkele groepen onderzoekers die 
deze methode toepassen (Chess et al., 1974a; Kreth en Herzenberg, 
1974; Boldt et al., 1975), dat B-cellen door PHA worden gestimu-
leerd terwijl anderen (Möller, 1973) geen respons waarnemen. Het 
is opvallend dat de maximale stimulatie van B-cellen door PHA 
steeds op een later tijdstip na stimulatie werd waargenomen dan 
die van T-cellen (Chess et al., 1974a; Kreth en Herzenberg, 1974). 
Ook in onze experimenten was dit het geval. Dit wijst op het be-
lang van het onderzoek naar de kinetiek van de respons van subpo-
pulaties van lymfocyten op stimulatie door PHA. Sommige onderzoe-
kers (Lohrmann et al., 1974; Geha en Merier, 1974; Greaves et al., 
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1974a; Dean et al., 1975) volstaan er mee de inbouw van H-thymi-
dine op slechts één tijdstip te bepalen; in de regel wordt de dag 
gekozen waarop in kweken van ongezuiverde lymfocyten een maximale 
stimulatie werd gevonden. Onze proeven en die van Epstein et al. 
(1974) en Boldt et al. (1975) tonen aan dat deze werkwijze niet 
juist is. 
De tegenstrijdige uitkomsten met betrekking tot de stimulatie 
van B-cellen door PHA zouden het gevolg kunnen zijn van verschil-
len in zuiverheid van suspensies van B-cellen, in het bijzonder 
voor wat betreft de mate van "contaminatie" met T-cellen. T-cel-
len kunnen worden gestimuleerd door PHA en vervolgens een oplos-
bare factor vormen, die B-cellen stimuleert (Andersson et al., 
1972; Blomgren, 1975). Het is denkbaar dat de stimulatie van B-
cellen mede op dit principe berust en dat de B-cellen zelf weinig 
gestimuleerd worden door PHA. Dit is in overeenstemming met de 
uitkomsten van proeven op ons laboratorium (Van der Logt: per-
soonlijke mededeling) en van anderen (Clot et al., 1975; Weksler 
en Kunz, 1976) waaruit bleek dat de PHA-stimulatie van B-cellen 
maximaal is in kweken die geincubeerd worden met 5 tot 20% T-cel-
len. De veronderstelling dat B-cellen voornamelijk via de T-cel 
worden gestimuleerd, zou ook een verklaring kunnen geven voor het 
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verschijnsel dat het maximum in de stimulatie van B-cellen pas 
laat verschijnt. De lage concentratie van voor PHA gevoelige T-
cellen in suspensies van B-cellen zou hiervan de oorzaak kunnen 
zijn. Men moet echter nog wel enig voorbehoud maken ten aanzien 
van de hierboven genoemde veronderstelling. Greaves et al. (1974a) 
vonden dat er veel meer T-cellen (>95%) nodig waren voor maximale 
stimulatie door PHA. 
Voorts moet worden gewezen op de mogelijkheid dat de metho­
den die werden gebruikt bij de isolatie van B-cellen, verande­
ringen teweegbrengen in het vermogen van deze cellen om op PHA te 
reageren en dat tengevolge hiervan de uitkomsten van stimulatie 
van B-cellen uiteenlopen. Mackler et al. (1974) toonden aan dat 
binding van EA of EAC aan B-cellen ога de F - respectievelijk C,-
receptoren tot de productie van lymfokmen leidt. De interactie 
tussen EA, EAC en B-cellen zou een signaal kunnen opwekken dat 
stimulatie door PDA mogelijk maakt. Het is bekend dat T- en B-
cellen in gelijke mate receptoren voor PHA bezitten. Bovendien 
kunnen B-cellen wel gestimuleerd worden door PHA mits het mito-
geen aargeboden wordt in onoplosbare vorm (Clot eb al., 1975). De 
stimulatie van B-cellen door PHA zoals die is waargenomen door 
anderen (Chess et al., 1974a; Epstein eb al., 1974) die B-cellen 
isoleerden met behulp van immunoadsorptiemethoden zouden even­
eens op deze wijze uitgelegd kunnen worden. 
Tenslotte zouden de wisselende uitkomsten van stimulatie 
van B-cellen verband kunnen houden met de mogelijkheid dat macro-
fagen van belang zijn voor de stimulatie van B-cellen door PHA. 
Epstein et al. (1974) beschrijven dat toevoeging van macrofagen 
aan kweken van B-cellen de stimulatie door РИА of PWM sterk be­
vordert. Dat er bij andere studies geen effect van PHA op B-cel­
len werd aangetoond, zou kunnen berusten op het ontbreken van de­
ze bevorderende werking ten gevolge van een tekort aan macrofagen 
(Lohrmann et al., 1974; Greaves et al., 1974a; Weksler en Kunz, 
1976). 
STIMULATIE VAN B-CELLE4 DGOR PW'l 
Uit onze proeven blijkt dat B-cellen worden gestimuleerd door 
PWM. Het verloop in de tijd van deze stimulatie was zeer onregel-
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matig. Het tijdstip van maximale stimulatie varieerde van de vier-
de tot en met de negende dag na toevoeging van PWM. Evenals ande-
re onderzoekers (Greaves et al., 1974a; Geha en Merier, 1974; 
Dean et al., 1975; Weksler en Kunz, 1976) vonden wi] een lage 
stimulatie-index. Dit houdt mogelijk verband met verschillen tus-
sen T- en B-cellen in dosis-responscurven voor de stimulatie door 
PWM (Mellstedt, 1975). W13 hebben evenals anderen (Greaves et al., 
1974a; Geha en Merier, 1974; Dean et al., 1975; Weksler en Kunz, 
1976) PWM toegevoegd in een concentratie die optimaal was voor on-
gezuiverde lymfocyten. 
In tegenstelling tot onze waarnemingen en de bevindingen van 
anderen vermelden Lohrmann et al. (1974) en Clot et al. (1975) 
dat B-cellen niet door PWM worden gestimuleerd. Eerst na toevoe-
ging van 5 tot 10% T-cellen aan kweken van B-cellen ontwikkelt 
zich volgens hen een reactie op PWM. Synergie tussen T- en B-cel-
len bij de stimulatie door PWM werd ook door anderen waargenomen 
(Dean et al., 1975; Blomgren, 1976; Weksler en Kunz, 1976). 
De bovengenoemde gegevens geven geen opheldering over de 
vraag of B-cellen rechtstreeks door mitogenen gestimuleerd kunnen 
worden. Het is mogelijk dat de proliferatie van B-cellen het ge-
volg is van de productie van lymfokinen door gestimuleerde T-cel-
len, zoals reeds is opgemerkt bij de bespreking van de werking 
van PHA. Een andere mogelijkheid is dat mitogenen in hoge concen-
tratie en als het ware in een onoplosbare vorm op het oppervlak 
van T-cellen aanwezig zijn en zo B-cellen stimuleren. Tenslotte 
is er ook onvoldoende bekendheid over de betekenis van de macro-
faag voor de stimulatie van B-cellen door mitogenen. Alleen Ep-
stein et al. (1974) hebben erop gewezen dat macrofagen de stimu-
latie van B-cellen door PHA of PWM bevorderen. 
BETE KI· NIS VAN MACROÍAGEtl VOOF DF STIMULATIE 
In ons onderzoek hebben wij de interactie tussen lymfocyten 
en macrofagen nader bestudeerd. Het blijkt dat macrofagen de sti-
mulatie van gezuiverde lymfocyten en van T-cellen door antigenen 
en mitogenen bevorderen. Terwijl de betekenis van macrofagen 
voor de stimulatie door antigenen vrijwel algemeen aanvaard is, 
wordt hierover met betrekking tot de stimulatie door mitogenen 
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verschillend gedacht. Rosenstreich et al. (1976) en Lipsky et al. 
(1976) menen dat macrofagen onmisbaar zi^n voor de PHA-respons 
van sterk gezuiverde suspensies van cavia-lymfocyten. Andere on-
derzoekers hebben daarentegen een remmend effect van macrofagen 
op de stimulatie door PHA waargenomen (Folch et al., 1973; Yoshi-
naga et al., 1973; Opitz et al., 1975a, b; Kasahara et al., 1976; 
Fernbach et al., 1976). Weer anderen komen tot de conclusie dat 
macrofagen geen effect hebben (Jehn et al., 1970; Lake et al., 
1971; Waldron et al., 1973; Geha en Merier, 1974; Greaves et al., 
1974a). 
Uit onze experimenten en uit recent onderzoek van anderen 
(Lohrmann et al., 1974; Hedfors et al., 1975; Keiler, 1975; 
Schmidtke en Hatfield, 1976b; McCombs et al., 1976; Blomgren, 
1976) blijkt dat kweken van gezuiverde humane lymfocyten en van 
T-cellen suboptimaal gestimuleerd worden door mitogenen en dat de 
stimulatie sterk bevorderd wordt door toevoeging van macrofagen. 
Niet alleen syngene macrofagen zijn hiertoe m staat, maar ook 
syngene fibroblasten (Lipsky et al., 1976) en xenogene macrofagen 
(Schmidtke en Hatfield, 1976; McCombs et al., 1976). Er blijkt 
een optimum voor het aantal macrofagen te bestaan om maximale 
stimulatie te verkrijgen. Grotere aantallen remmen de stimulatie. 
Het optimale aantal macrofagen voor de stimulatie door PHA blijkt 
echter m verschillende studies sterk te variëren. 
De tegenstrijdige resultaten met betrekking tot de betekenis 
van macrofagen voor de stimulatie van lymfocyten door mitogenen 
zouden kunnen berusten op verschillen in zuiverheid van suspen-
sies van lymfocyten en op verschillen in aantallen toegevoegde 
macrofagen (Alter en Bach, 1970; Lohrmann et al., 1974; Lipsky et 
al., 1976). Behalve hun aantal zijn ook andere factoren van bete-
kenis voor de helperfunctie van de macrofaag. Zo hangt het effect 
van macrofagen op de stimulatie door mitogenen in sterke mate sa-
men met de concentratie van het mitogeen. De stimulatie door sub-
optimale concentraties van het mitogeen wordt sterker bevorderd 
dan die door optimale of superoptimale concentraties (Lohrmann et 
al., 1974; McCombs et al., 1976; Schmidtke en Hatfield, 1976). 
Verder is uit onze experimenten en die van anderen (Hedfors et 
al., 1975; Blomgren, 1976; Lipsky et al., 1976) gebleken dat ook 
de celdichtheid van belang is voor de stimulatie van lymfocyten 
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en de invloed van macrofagen hierop. Zo namen wij waar dat het be­
vorderend effect op de stimulatie van lymfocyten sterker is als 
de kweken m een verticale positie worden geincubeerd m plaats 
van in een bijna horizontale positie. 
De functie van macrofagen bij de stimulatie van lymfocyten 
lijkt tweeledig te zijn (Rosenstreich en Oppenheim, 1976b). In de 
eerste plaats zorgen macrofagen ervoor dat de lymfocyt intact 
blijft en zijn functionele vermogens behoudt (Ellner et al., 1976). 
Deze conserverende functie kan mogelijk ook vervuld worden door 
andere cellen (fibroblasten) of door synthetische verbindingen 
met vrije sulfhydrylgroepen zoals 2-mercaptoethanol (Rosenstreich 
et al., 1976; Ellner et al., 1976). In de tweede plaats zijn ma­
crofagen betrokken bij de inductie van de stimulatie. Ze moeten 
hiervoor functioneel intact zijn. Twee mechanismen lijken hierbij 
van betekenis te zijn. Ten eerste binden macrofagen mitogeen aan 
hun celoppervlak en kunnen ze het op deze wijze in effectieve vorm 
aan lymfocyten aanbieden. De betekenis van macrofagen voor de sti­
mulatie bij lage concentraties mitogeen wijst hierop. Ten tweede 
kunnen macrofagen oplosbare stoffen vormen die lymfocyten active­
ren (Gery en Waksman, 1972). Op welke wijze dit proces verloopt, 
is nog niet opgehelderd. 
Uit het voorgaande zal het duidelijk zijn geworden dat ver­
der onderzoek naar de interacties tussen macrofagen, T- en B-cel­
len nodig is voor een beter inzicht in de immunologische reactie. 
REMMING VAN ΌΕ STIMULATIE DOOR VIRUS 
Uit ons onderzoek blijkt dat poliovirus in staat is de sti­
mulatie van lymfocyten door PHA en PPD te remmen. Dit stemt over­
een met de bevindingen van anderen (Willems, 1969b, c, 1970; Soon-
tiëns en Van der Veen, 1973). Wij zagen dat het effect ook op-
treedt na stimulatie door PWM en allo-antigenen. Ook andere vi-
russen onderdrukken de reactie van lymfocyten op stimulatie door 
antigenen of mitogenen. Zo wordt de respons van gesensibiliseerde 
lymfocyten op PPD door mazelenvirus (Smithwick en Berkovich, 1966; 
Zweiman, 1971) en rubellavirus (Olson et al., 1968) geremd. Dun-
mire et al. (1975) merkten echter op dat de remming door mazelen-
virus ook op antigene-competitie tussen PPD en virus zou kunnen 
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berusten. 
Voorts remmen mazelenvirus (Zweiman, 1971; Sullivan, 1975a), 
rubellavirus (Olson et al., 1968), ECHO-virus, VSV, reovirus en 
vacciniavirus (Willems et al., 1969b) de reactie op stimulatie 
door PHA. Sommige van deze, namelijk reovirus en vacciniavirus, 
veroorzaken een cytopathologisch effect, waardoor de remming zou 
kunnen worden verklaard. De remming door poliovirus kan evenwel 
niet worden toegeschreven aan een grotere celsterfte in geïnfec-
teerde kweken. 
W13 hebben aangetoond dat de remming veroorzaakt wordt door 
infectieus virus, niet door andere, in het kweekmedium aanwezige 
factoren. Zo hebben Sullivan et al. (1975a) in de bovenstaande 
vloeistof van niet-geinfecteerde kweken van Vero-cellen een rem-
mende factor aangetoond. Dat de remming berust op competitie tus-
sen PHA, PWM, PPD of allo-antigenen enerzijds en poliovirus als 
antigeen anderzijds zoals Möller (1970) en Dunmire et al. (1975) 
beschrijven, kon door ons worden uitgesloten door gebruik te ma-
ken van inocula met geïnactiveerd virus, waarmee geen remming ver-
kregen werd. 
MECIIAllISVE VAN DE НЕМУ lil G DOOR VIRUS 
Het is nog niet duidelijk welk mechanisme verantwoordelijk 
is voor de remming door poliovirus en andere virussen. Een aantal 
veronderstellingen zijn geopperd (Woodruff en Woodruff, 1975b). 
Eén ervan is de hypothese van Soontiëns en Van der Veen (1973). 
Zij menen dat de remming van de stimulatie van lymfocyten het ge-
volg is van infectie van de macrofaag. Ten gevolge hiervan zou de 
macrofaag zijn voor maximale stimulatie onmisbare functie niet 
meer kunnen vervullen. 
Onze experimenten ondersteunen deze opvatting. In het bij-
zonder de proeven waarin werd aangetoond dat de remming door po-
liovirus uitbleef indien muizemacrofagen - die ongevoelig zijn 
voor dit virus - in plaats van humane macrofagen werden gebruikt, 
en dat er in dit systeem wel remming werd teweeggebracht door 
muizehepatitisvirus - dat zich kan vermenigvuldigen in muizema-
crofagen - geven hiervoor belangrijke aanwijzingen. Onze bevin-
dingen pleiten tegen de hypothese dat zowel een productieve als 
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een abortieve infectie van de kleine lymfocyt de oorzaak is van 
de renuning van de stimulatie van lymfocyten (Willems en Rawls, 
1969c). 
Infectieus poliovirus remt de eiwitsynthese in Hela-cellen. 
Deze remming kan worden veroorzaakt door dubbelstrengs-RNA (Hunt 
en Ehrenfield, 1971). Dubbelstrengs-RNA komt echter pas laat vrij 
bij de vermenigvuldiging van poliovirus en lijkt niet van belang 
te zijn voor de remming van de cellulaire eiwitsynthese (Celma en 
Ehrenfield, 1974) . De eiwitsynthese kan ook door een manteleiwit 
van poliovirus worden geremd. Hiervoor is geen intact .virus ver-
eist; het is ook niet noodzakelijk dat het virus zich vermenig-
vuldigt (Racevskis et al., 1976). Soontiëns en Van der Veen (1973) 
vonden dat virusvermenigvuldiging niet noodzakelijk is voor de 
remming van de PHA-stimulatie. Het is dus mogelijk dat de eiwit-
synthese van macrofagen door een manteleiwit van poliovirus wordt 
onderdrukt. Dat het manteleiwit rechtstreeks op de lymfocyt zou 
aangrijpen, is onwaarschijnlijk, omdat dan in kweken van gezui-
verde lymfocyten ook remming zou moeten worden gevonden. 
Voorts kan men veronderstellen dat de remming het gevolg is 
van verlaging van de specifieke activiteit van Η-thymidine door 
het vrijkomen van "koude" thymidine ten gevolge van een cytoly-
tisch effect van poliovirus op macrofagen (Opitz et al., 1975a, 
b). Dit is niet het geval zoals blijkt uit de proeven met H-thy-
midine van verschillende specifieke activiteit. 
Wij willen erop wijzen dat poliovirus de stimulatie van ge­
zuiverde lymfocyten, T-cellen en B-cellen in slechts geringe mate 
of in het geheel niet remt. De remming was alleen significant in 
kweken van met PWM gestimuleerde B-cellen. In hoeverre hierbij 
toch macrofagen van betekenis zijn, is uit onze experimenten niet 
af te leiden. Ook al berust de remming op een rechtstreeks effect 
van poliovirus op lymfocyten, dan verklaart dit nog niet de rem­
ming door poliovirus in kweken van ongezuiverde lymfocyten, omdat 
het effect hiervoor te gering was. Er zijn aanwijzingen dat de 
remming van de stimulatie van lymfocyten door enkele andere vi­
russen niet afhankelijk is van macrofagen. Zo vermelden Sullivan 
et al. (1975a) dat mazelenvirus ook in kweken van gezuiverde lym­
focyten remming veroorzaakt. Rubellavirus remt eveneens de stimu­
latie van gezuiverde lymfocyten (Van der Logt: persoonlijke mede-
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deling). 
Wij hebben eveneens onderzoek gedaan naar het verloop in de 
tijd van de door poliovirus geïnduceerde remming van de stimulatie 
van ongezuiverde lymfocyten. Het blijkt dat de mate van remming 
afhankelijk is van het tijdstip waarop de DNA-synthese wordt be-
paald. Dit zou een verklaring kunnen vormen voor het verschil in 
de mate van remming van de PHA-stimulatie tussen de onderzoekingen 
van Soontiëns en Van der Veen (1973) enerzijds en die van Willems 
et al. (1969b, c) anderzijds. 
De stimulatie door PPD werd sterker geremd dan die door PHA, 
PWM of allo-antigenen. Ook anderen hebben waargenomen dat de sti-
mulatie door antigenen sterker geremd wordt dan die door mitoge-
nen (Smithwick en Berkovich, 1966; Olson et al., 1968; Willems en 
Vondrovicova, 1970). 
VIRUSVERMENIGVULDIGING IN LEUKOCYTEN 
Ons onderzoek bevestigt de bevindingen dat poliovirus zich 
kan vermenigvuldigen in kweken van humane perifere leukocyten 
(Willems et al., 1969a; Soontiëns en Van der Veen, 1973). Het is 
echter tot nu toe niet duidelijk welke invloed stimulatie van lym-
focyten op de virusvermenigvuldiging heeft. Terwijl Willems et al. 
(1969a, 1970) een hogere virusproductie waarnamen in kweken die 
waren gestimuleerd met PHA of antigeen, konden Soontiëns en Van 
der Veen (1973) geen significant verschil in virusproductie aan-
tonen tussen met PHA gestimuleerde en niet-gestimuleerde, al dan 
niet-gezuiverde lymfocyten. Volgens Willems et al. (1969a) zijn 
behalve de macrofaag ook gestimuleerde lymfocyten in staat polio-
virus te vermenigvuldigen. 
Er zijn verschillende publicaties verschenen over de verme-
nigvuldiging van andere virussen in lymfocyten. Zo kan herpes 
simplex virus zich alleen vermenigvuldigen in kweken van lymfocy-
ten die gestimuleerd zijn met PHA, ConA, PWM of anti-lymfocyten-
serum (Kleinman et al., 1972; Denman et al., 1973). Soortgelijke 
waarnemingen zijn gedaan voor o.a. VSV, gele-koortsvirus (Wheel-
ock et al., 1971), bofvirus (Duc-Nguyen en Henle, 1966), vacci-
niavirus (Miller et al., 1968), mazelenvirus (Joseph et al., 
1975; Sullivan eb al., 1975), adenovirus type 2 (Lambriex en 
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Van der Veen, 1976) en denguevirus (Halstead et al., 1973). 
Een aantal virussen zoals die van polio (Willems et al., 
1969a; Soontiëns en Van der Veen, 1973) , rubella (Van Putten, 
1975), gele-koorts (Wheelock et al., 1971) en mazelen (Joseph ei 
al., 1975; Sullivan et al., 1975) kunnen zich ook in kweken van 
niet-gestimuleerde, ongezuiverde lymfocyten vermenigvuldigen. 
Hoogstwaarschijnlijk vindt deze vermenigvuldiging plaats in mono-
cyten en macrofagen of in het geringe aantal lymfocyten met een 
actief metabolisme dat in kweken van niet-gestimuleerde lymfocy-
ten steeds wordt aangetroffen. De toeneming van de virusvermenig-
vuldiging in kweken van gestimuleerde lymfocyten berust niet op de 
vorming van een groter aantal viruspartikels per cel maar op een 
toeneming van het aantal virusproducerende cellen (Willems et 
al., 1969a; Joseph et al., 1975; Sullivan et al., 1975; Lambriex 
en Van der Veen, 1976). 
Hierboven is reeds vermeld dat Soontiëns en Van der Veen 
(1973) geen grotere productie van poliovirus en evenmin een gro-
ter aantal virusproducerende cellen hebben waargenomen in kweken 
van met PHA gestimuleerde, ongezuiverde lymfocyten. Daarbij moet 
worden opgemerkt dat de virusvermenigvuldiging uitsluitend tot en 
met de vijfde dag na enting werd onderzocht. In ons onderzoek 
werd de replicatie van poliovirus gedurende langere tijd bestu-
deerd. Het was opmerkelijk dat er gedurende de eerste dagen geen 
toeneming van de virusproductie in kweken van met PHA of PWM ge-
stimuleerde, ongezuiverde lymfocyten te zien was in vergelijking 
met niet-gestimuleerde kweken, echter wel vanaf de zesde dag. De 
virusvermenigvuldiging in kweken van gezuiverde lymfocyten toonde 
een soortgelijk patroon. Het blijkt dus dat poliovirus zich inder-
daad in gestimuleerde lymfocyten kan vermenigvuldigen, echter al-
leen in oudere kweken. Volledigheidshalve zij erop gewezen dat 
hoewel poliovirus wel is gevonden in polymorfkernige leukocyten 
(Sommerville en MacFarlane, 1964), dit celtype zeer waarschijnlijk 
niet van betekenis is voor de vermenigvulding van poliovirus, zo-
als door Soontiëns (1973) werd aangetoond. Virusreplicatie in po-
lymorfkernige leukocyten is ook moeilijk voor te stellen omdat 
deze cellen in vitro binnen 48 uur volledig degenereren. 
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VIRUSVERMEHIGVULDIGING IN MACROFAGEN EN GEZUIVERDE LÌMFOCYTF.N 
Het verloop van de vermenigvuldiging van poliovirus in kwe-
ken van macrofagen verschilt van die in kweken van lymfocyten. In 
kweken van macrofagen wordt de grootste virusproductie drie tot 
vier dagen na enting waargenomen, in kweken van gestimuleerde lym-
focyten pas na de zesde dag, nadat de maximale DNA-synthese was 
bereikt. De "lag"-periode in de virusvermenigvuldiging verdween 
als lymfocyten eerst gedurende enkele dagen waren geincubeerd met 
PHA of PWM, en pas daarna met virus werden geïnfecteerd. 
Vermoedelijk moeten lymfocyten zich eerst transformeren tot 
lymfoblasten voordat ze gevoelig worden voor poliovirus. Het is 
mogelijk dat de grotere gevoeligheid berust op activering van het 
metabolisme van de lymfocyt onder invloed van de stimulatie 
(Wheelock et al., 1971). Het is echter ook denkbaar dat toeneming 
van het aantal receptoren voor virus op het celoppervlak verant-
woordelijk is voor de grotere virusproductie (Willems et al., 
1969a). De adsorptie en penetratie van virus zouden dan efficiën-
ter verlopen. Uit vroeger verrichte studies blijkt dat verse kwe-
ken van apeniercellen ongevoelig zijn voor poliovirus. Pas na en-
kele dagen worden de cellen gevoelig. Dit gaat gepaard met de ont-
wikkeling van receptoren voor poliovirus (Holland en Hoyer, 1962). 
Dat de aanwezigheid van receptoren ook in ons systeem mogelijk van 
betekenis is, blijkt uit de uitkomsten van adsorptieproeven met 
macrofagen en lymfocyten. Uit ons onderzoek blijkt dat de adsorp-
tie van poliovirus aan macrofagen sneller verloopt dan die aan 
lymfocyten. De snelheid van adsorptie aan macrofagen was ongeveer 
even groot als die aan Hela-cellen (McLaren et al.., 1959). 
De virusproductie in oudere kweken van gestimuleerde lymfo-
cyten zou ook kunnen berusten op een snellere adsorptie. Wij za-
gen echter geen verschil in adsorptie van poliovirus tussen met 
PHA gestimuleerde en niet-gestimuleerde lymfocyten. Willems et 
al., (1969a) zagen wel een verschil. Bij de proeven van deze au-
teurs moeten echter enige kanttekeningen worden gemaakt. In de 
eerste plaats werkten zij met kweken van leukocyten, en niet van 
gezuiverde lymfocyten zoals in ons onderzoek. Zij geven geen uit-
sluitsel over de differentiële samenstelling van de celsuspensies 
waarin de adsorpties werden uitgevoerd. Deze verandert in sterke 
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mate tijdens het kweken doordat polymorfkernige leukocyten degene­
reren. Verder hebben zij de adsorptie onderzocht door virus gedu­
rende 1 uur bin 37 С met cellen te incuberen en vervolgens door 
middel van bevriezen en ontdooien het virus weer te reactiveren. 
Het is echter niet goed mogelijk poliovirus dat zich bij 37 С aan 
cellen gehecht heeft, in infectieuze vorm terug te verkrijgen 
(Joklik en Darnell, 1961; Holland, 1962). 
Wij moeten voor onze proeven ook enig voorbehoud maken omdat 
onze proefopstelling wegens de lage adsorptieconstante niet zo ge­
schikt was om adsorptie van kleine hoeveelheden poliovirus aan te 
tonen. Dit was vooral van betekenis voor het vergelijkende onder­
zoek van wel- en met-gestimuleerde lymfocyten. Het verschil in ad­
sorptie tussen lymfocyten en macrofagen was ondanks de betrekke­
lijk geringe gevoeligheid van de methode echter duidelijk aantoon­
baar. 
VIRUSVERMENIGVULDIGING IN 7- Eli B-CELLFN 
Wij hebben hierboven erop gewezen dat de virusproductie in 
gestimuleerde lymfocyten op gang komt als een maximum in de DNA-
synthese bereikt wordt. Men zou in deze gedachtengang ook kwanti­
tatieve factoren kunnen betrekken en kunnen veronderstellen dat 
de gevoeligheid voor virus toeneemt naarmate de cellen sterker 
gestimuleerd zijn. Deze veronderstelling schiet te kort bij de 
analyse van de virusproductie in gezuiverde lymfocyten en m af­
zonderlijke subpopulaties van lymfocyten. Het blijkt dat PHA lym­
focyten en T-cellen sterker stimuleert dan PWM terwijl de virus-
productie juist na stimulatie met PWM het grootst is. 
Voor B-cellen werd er wel een verband tussen de grootte van 
virusproductie en de mate van stimulatie waargenomen. РИА sti­
muleerde B-cellen sterker dan PWM en m met PHA gestimuleerde B-
cellen was de virusproductie het grootste. Het is niet duidelijk 
waarom er in de sterk - met PHA - gestimuleerde lymfocyten en T-
cellen naar verhouding weinig virus wordt geproduceerd. Het is 
mogelijk dat hierbij interferon van betekenis is. Gresser en 
Chany (1964) hebben aangetoond dat interferon in voldoende hoge 
concentratie de vermenigvuldiging van poliovirus remt. Voorts is 
het bekend dat de hoeveelheid interferon die wordt gevormd, ge-
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correleerd is met de mate waarin lymfocyten worden gestimuleerd 
(Wheelock en Toy, 1973; Kumpel et al., 1975). Men mag derhalve 
verwachten dat er in kweken met PHA - dat een sterke stimulatie 
veroorzaakt - meer interferon wordt gevormd dan in kweken met 
PWM. Verder moet men bedenken dat de synthese van interferon in 
T-cellen aanmerkelijk eerder aanvangt dan die in B-cellen (Ep-
stein et al., 1974). Het is dus mogelijk dat in kweken van met 
PHA gestimuleerde T-cellen op een vroeg tijdstip reeds een zo 
hoge concentratie van interferon wordt bereikt dat de virusver-
menigvuldiging daardoor wordt geremd, terwijl dit in kweken van 
door PWM gestimuleerde T-cellen en in kweken van door PHA of door 
PWM gestimuleerde B-cellen niet het geval is. 
IMMONOLOGISCHE RESPONS IN VIVO 
Tenslotte willen wij enkele opmerkingen maken over de moge-
lijke betekenis van de uitkomsten van dit in vitro onderzoek voor 
processen die in vivo plaatsvinden. Uit ons onderzoek blijkt dat 
poliovirus zich kan vermenigvuldigen in macrofagen en in gestimu-
leerde T- en B-cellen. Verder blijkt infectieus poliovirus de sti-
mulatie van lymfocyten door antigenen en mitogenen te remmen via 
een mechanisme waarbij de macrofaag betrokken is. Het is uit de 
literatuur bekend dat na vaccinatie met levend poliovirus van op 
tuberculine reagerende personen de huidreactie op tuberculine 
zwakker wordt (Berkovich en Starr, 1966). 
Eenzelfde effect is waargenomen na natuurlijke infectie en 
na vaccinatie met mazelen- en rubellavlrus (Brody et al., 1964; 
Smithwick en Berkovich, 1966; Kaufmann eb al., 1974; Ganguly et 
al., 1976). Het is mogelijk dat deze verlaging van de immunologi-
sche respons op hetzelfde mechanisme berust als de remming van de 
stimulatie van lymfocyten door poliovirus in vitro en dat infec-
tie van immunologisch competente cellen, in het bijzonder macro-
fagen, hierbij van essentiële betekenis is. 
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S A M E N V A T T I N G 
In dit proefschrift worden de resultaten van een onderzoek 
naar de interactie tussen poliovirus en verschillende soorten mo-
nonucléaire bloedcellen beschreven. Allereerst werd onderzocht 
onder welke omstandigheden een maximale respons van lymfocyten op 
stimulatie door mitogenen en antigenen optreedt en op welke wijze 
deze optimaal gemeten kan worden. De stimulatie werd bepaald op 
gelelde van de inbouw van radioactief gemerkt thymidine. Verder 
hebben wij getracht de doelmatigheid en reproduceerbaarheid van 
de methoden ter bepaling van de incorporatie van Η-thymidine te 
vergroten. De interactie tussen poliovirus en leukocyten werd be­
studeerd in kweken met 2 χ 10 cellen per buis. Maximale stimula­
tie en virusvermenigvuldiging werden m deze kweken op een later 
tijdstip waargenomen dan in kweken met 10 cellen per buis. 
Onze proeven toonden aan dat poliovirus de stimulatie van 
ongezuiverde lymfocyten door РИА, PWM, PPD of allo-antigenen remt. 
De mate van remming was afhankelijk van het moment waarop de DNA-
synthese bepaald werd. Bij een multipliciteit van infectie van 
2 
10- PFU per cel werd nog een significante remming waargenomen. 
De remming was afhankelijk van de infectieuze eigenschappen van 
het virus. Ze kon niet worden toegeschreven aan een niet virale, 
remmende factor in het virusinoculum. Ze berustte evenmin op com­
petitie-effecten tussen PHA, PWM, PPD of allo-antigenen enerzijds 
en poliovirus als antigeen anderzijds. De remming kon ook niet 
verklaard worden uit het vrijkomen van "koude" thymidine uit cel­
len, die in de kweek afstierven. In tegenstelling met ongezuiver­
de lymfocyten werd de stimulatie van gezuiverde lymfocyten niet 
door poliovirus geremd. 
Vervolgens werden proeven verricht om de hypothese van Soon-
tiëns en Van der Veen (1973) dat het effect van poliovirus op lym-
focyten berust op tussenkomst van macrofagen te toetsen. Macrofa-
gen bleken de stimulatie van lymfocyten door PHA, PWM, PPD en al-
lo-antigenen sterk te bevorderen. Het optimale aantal macrofagen 
voor maximale stimulatie liep uiteen bij stimulatie door PHA, PWM, 
PPD en allo-antigenen. Poliovirus remde het bevorderende effect 
van macrofagen. De remming van de stimulatie van lymfocyten door 
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poliovirus was niet het gevolg van een direct effect van virus op 
gestimuleerde lymfocyten. Dit bleek ook duidelijk uit proeven 
waarin muizemacrofagen i.p.v. menselijke macrofagen gebruikt wer-
den. Alleen macrofagen die gevoelig zijn voor poliovirus, remmen 
de stimulatie van lymfocyten. Klaarblijkelijk zijn geïnfecteerde 
macrofagen niet in staat op optimale wijze de stimulatie te be-
vorderen. Onze proeven bevestigen de hypothese van Soontièns en 
Van der Veen (1973). 
Hierna hebben wij de vermenigvuldiging van poliovirus in lym-
focyten en macrofagen bestudeerd, waarbij vooral aandacht werd be-
steed aan de invloed van stimulatie van lymfocyten. Poliovirus kon 
zich vermenigvuldigen m kweken van leukocyten. Het bleek dat het 
virus zich zowel in macrofagen als in gestimuleerde lymfocyten 
vermenigvuldigde. Pas na verloop van enkele dagen ontwikkelden de 
met PHA of PWM behandelde lymfocyten zich tot cellen die in staat 
waren virus te produceren. De snelheid waarmee macrofagen polio-
virus adsorbeerden was ongeveer even groot als die van Hela-cel-
len en was aanzienlijk groter dan die van al dan niet met PHA ge-
stimuleerde lymfocyten. 
Nadere analyse van de virusvermenigvuldiging in lymfocyten 
toonde aan dat er in kweken van met PWM gestimuleerde lymfocyten 
hogere titers werden bereikt dan in kweken van met PHA gestimu-
leerde lymfocyten. Dit kon worden toegeschreven aan een sterkere 
virusvermenigvuldiging in kweken van met PWM dan met PHA gestimu-
leerde T-cellen. In kweken van B-cellen werd een grotere viruspro-
ductie waargenomen in met PHA gestimuleerde cellen. 
Voorts hebben wij onderzoek gedaan naar het effect van polio-
virus op de stimulatie van T- en B-cellen. Beide type cellen wer-
den door zowel PHA als PWM gestimuleerd. Het verloop in de tijd 
van de PHA-stimulatie was voor beide kweken verschillend. In kwe-
ken van B-cellen werd op een later tijdstip een maximum in de DNA-
synthese waargenomen. De stimulatie van gezuiverde T-cellen door 
PHA, en PWM werd niet significant geremd door poliovirus. De sti-
mulatie van T-cellen werd wel geremd in kweken waaraan macrofagen 
waren toegevoegd. 
B-cellen werden door PWM slechts zwak gestimuleerd. Verder 
werd bij deze stimulatie een onregelmatig verloop m de tijd waar-
genomen. De stimulatie van B-cellen door PWM werd wel door polio-
vxrus geremd, die door PHA niet. 
S U M M A R Y 
Interactions between poliovirus and populations of mononuclear 
blood cells have been studied. Having established optimal methods 
for measuring the stimulation of lymphocytes, we next investigated 
culture conditions in order to obtain maximum response. Incorpora­
tion of Η-thymidine was used to assess stimulation. Furthermore, 
we tried to enhance the efficiency and reproducibility of the meth­
ods for determination of H-thymidme incorporation. Investigation 
of the interaction between poliovirus and mononuclear cells appear­
ed to be possible in cultures containing 2 χ 10 cells per tube. At 
this cell concentration, however, both maximum stimulation and vi­
ral replication were found to be delayed in comparison with cul-
tures containing 10 cells per tube. 
Our experiments clearly showed poliovirus to impair the re­
sponse of lymphocytes to stimulation by PHA, PWM, PPD or allogene­
ic cells. The degree of inhibition appeared to depend on the num­
ber of days after addition of poliovirus and antigens or mitogens 
to the cultures. A significant inhibition of stimulation was ob-
-2 tamed with a multiplicity of infection of 10 PFU per cell. This 
inhibition was caused by infectious virus only and could not be at­
tributed to a non-viral, inhibitory factor in the virus prepara­
tions. Neither was it due to competitive effects between PHA, PWM, 
PPD and allogeneic cells on the one hand and poliovirus as an an­
tigen on the other hand. Nor could this impairment be accounted 
for by the release of "cold" thymidine from cells that died m cul­
ture because of a lytic infection with poliovirus. Finally, polio-
virus did not inhibit the incorporation of Η-thymidine in cultures 
of purified, stimulated lymphocytes. 
Experiments were then carried out to test the hypothesis of 
Soontiëns and Van der Veen (1973), suggesting viral inhibition of 
the PHA-stimulation of leucocytes to be mediated by macrophages. 
Macrophages were found to enhance the stimulation of lymphocytes 
by PHA, PWM, PPD or allogeneic cells. Different numbers of macro-
phages were required for a maximum stimulating effect of PHA, PWM, 
PPD or allogeneic cells, respectively. Poliovirus suppressed this 
enhancing effect of macrophages. This suppression was not caused 
by a direct effect of the virus on stimulated lymphocytes. Exper-
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iments in which mouse macrophages had been used to enhance the 
stimulation of human lymphocytes by PHA, showed most clearly that 
the inhibition was due to viral infection of macrophages. An in-
fection with virus diminished the enhancing effect of macrophages 
on the stimulation of lymphocytes. These experiments confirmed 
the assumption of Soontiëns and Van der Veen (1973). 
Then we studied the replication of poliovirus in cultures of 
lymphocytes and macrophages, m particular after mitogenic stimu-
lation. Poliovirus was shown to replicate in cultures of unpun-
fied lymphocytes. The virus appeared to multiply both in macro-
phages and in stimulated lymphocytes. After addition of PHA or 
PWM, lymphocytes gradually became susceptible to poliovirus. The 
susceptibilities of macrophages and Hela cells to poliovirus were 
similar and differed considerably from the susceptibility of lym-
phocytes to poliovirus, whether these had been stimulated with 
PHA or not. 
Viral titers were higher in lymphocyte cultures stimulated 
by PWM than in those stimulated by PHA. This could be accounted 
for by a higher viral multiplication in T-cells stimulated by PWM 
as compared with replication in T-cells stimulated by PHA. The op-
posite was observed in cultures of B-cells. PHA and PWM stimulated 
both T- and B-cells. Poliovirus did not significantly suppress the 
stimulation of T-cells. In macrophage-reconstituted cultures of T-
cells, however, poliovirus was shown to suppress T-cell function. 
Different periods of time were needed for maximum stimulation of 
T- and B-cells by PHA and PWM, respectively. In general, maximum 
DNA-synthesis in cultures of stimulated B-cells was obtained some-
what later. 
PWM was found to stimulate B-cells only weakly. Moreover, 
this stimulation was demonstrated to proceed irregularly. Finally, 
it appeared that only in cultures of B-cells stimulated by PWM, 
DNA synthesis was directly inhibited by poliovirus. 
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